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 RESUMO 
 
Estudos recentes indicam que os isômeros de ácido linoléico 
conjugado (CLA), possuem importantes atividades biológicas que 
os destacam em benefícios para a saúde humana. O CLA 
corresponde a um grupo heterogêneo de isômeros geométricos e 
posicionais do ácido linoléico (AL) encontrados, principalmente, 
na fração gordurosa de produtos lácteos de animais ruminantes. 
Os isômeros de CLA são produzidos a partir do AL como 
produto intermediário no processo da biohidrogenação, pelas 
bactérias do rúmen. Pesquisas recentes apontaram diversas 
espécies bacterianas capazes de converter eficientemente o AL 
em CLA. Neste trabalho, 35 bactérias ácido lácticas (BAL) foram 
testadas por sua habilidade em produzir CLA a partir de AL em 
leite de ovelha. Dentre as cepas testadas, Lactobacillus 
delbrueckii ssp. bulgaricus 2230 e Streptococcus thermophilus 
St. 360 apresentaram melhor capacidade de produzir CLA 
(isômero C18:2 cis-9, trans-11). Pela primeira vez, o efeito das 
variáveis do processo foram investigados sobre a produção de 
CLA em iogurte de leite de ovelha utilizando estas duas cepas em 
co-cultura. Foi aplicado um planejamento experimental fatorial 
para examinar o efeito de quatro variáveis independentes 
(glicose; leite de ovelha em pó; AL e proporção das cepas). A 
condição ótima para alcançar a maior concentração de CLA 
(70,41 mg/g) em iogurte de leite de ovelha, deu-se através da 
adição de 10 g/L (p/v) de glicose; 30 g/L (p/v) de leite de ovelha 
em pó; 0,90 g/L (p/v) de AL e proporção de 1:2 (v/v) entre as 
cepas (St:Lb). Os iogurtes apresentaram decréscimo no teor de 
CLA após 14 dias sob refrigeração a 5 °C. A fim de conferir 
benefícios à saúde, o iogurte produzido neste trabalho (rico em 
CLA), pode ser uma importante fonte para aumentar o consumo 
diário de CLA na dieta humana. 
 
Palavras-chave: Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, 
Streptococcus thermophilus, ácido linoléico conjugado. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
Recent studies have shown that isomers of conjugated linoleic 
acid (CLA) content present in dairy products improves human 
health by its functional properties. The CLA is a hetero-geneous 
group of positional and geometric isomers of linoleic acid (LA), 
commonly present in dairy fat from ruminants animals. The CLA 
isomers are produced from LA as an intermediate in 
biohydrogenation pathway, process carried out by rumen 
bacteria. Different bacterial species demonstrated the ability to 
produce CLA from LA.  In this work, 35 lactic acid bacteria 
(LAB) were screened for CLA (C18:2 cis-9, trans-11 isomer) 
producing ability from LA as substrate in fermented sheep milk. 
Among the screened strains, Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus 2230 and Streptococcus thermophilus St. 360 showed 
the highest CLA producing ability. For the first time, the effect of 
process variables were investigated on production of CLA in 
sheep’s milk yogurt using these two strains in co-culture. An 
eleven run experimental design was applied to assay the effect of 
four independent variables (glucose; powder sheep milk; LA and 
inoculums ratio). The optimum conditions to find the highest 
CLA production in sheep’s milk yogurt (70.41 mg/g) was 
obtained adding 10 g/L (w/v) glucose; 30 g/L (w/v) powder sheep 
milk; 0,90 g/L (w/v) LA and 1:2 (St:Lb) (v/v) proportion strain. 
After storage at 5 °C during 14 days, CLA concentration in the 
yogurts showed a decrease. In order to confer human health 
benefits, the CLA rich yogurt produced in this work could be an 
important source to increase the assumption level of CLA in the 
human daily ingestion.  
 
Keywords: Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, 
Streptococcus thermophilus, Conjugated linoleic acid. 
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1 INTRODUÇÃO 
  
O agronegócio brasileiro constitui um setor de importância 
socioeconômica em contínua expansão. O desenvolvimento de 
novos produtos alimentícios e sua conseqüente transferência 
tecnológica gera crescente interesse associado ao potencial 
econômico envolvido, porém ainda constitui um desafio. A 
ciência de base e o desenvolvimento de processos e de produtos 
são estratégias para viabilizar este mecanismo, atuando como elos 
das cadeias produtivas da área contemplada neste experimento. 
 O setor produtivo de leite no Brasil se encontra em plena 
expansão com uma produção que ultrapassam a cifra de 28 
bilhões de litros ao ano. Este setor é uma das maiores cadeias 
alimentares brasileiras, considerando o faturamento aproximado 
de R$ 60 bilhões segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e 
Estatística (IBGE) - Pesquisa Pecuária Municipal. Estima-se um 
aumento da produção em 6% ao ano para os próximos anos. A 
produção de leite brasileira representa aproximadamente 5% da 
produção mundial, o que torna o Brasil sexto colocado na escala 
mundial. Entre os estados brasileiros, Santa Catarina (SC) é o 
quinto maior produtor, com 1,85 milhões de litros, sendo a região 
oeste a principal bacia leiteira a qual responde por 64% desse 
volume (www.milkpoint.com.br).  
Nos últimos anos, com a expansão da atividade de 
produção, industrialização e distribuição, o setor lácteo tornou-se 
a mais importante atividade para pelo menos 60.000 
estabelecimentos rurais de SC. Projeções indicam que o estado 
terá, nos próximos anos, a maior bacia leiteira do país, segundo 
informações fornecidas pela Empresa de Pesquisa Agropecuária e 
Extensão Rural (EPAGRI). O estado de SC tem obtido 
considerável destaque no cenário nacional com crescente 
produção de derivados lácteos de valor agregado como, iogurtes, 
queijos e sorvetes. Apesar disso, a região Serrana de SC destaca-
se por alguns investimentos com obtenção e processamento de 
leite de ovelha, porém ainda existe pouca oferta de produtos 
lácteos derivados do leite de ovelha no mercado.  
A fermentação láctea é o processo responsável pelos 
produtos lácteos fermentados, tais como o iogurte. Cepas 
selecionadas de micro-organismos comumente conhecidas como 
bactérias ácido lácticas (BAL) são utilizadas para a produção de 
vários produtos lácteos fermentados. O consumo de iogurte tem 
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sido considerado benéfico para a saúde humana (KIM; LIU, 
2002; MEHTA; KAMAL-ELDIN; IWANSKIR, 2012). 
Os alimentos fermentados representam 40% do mercado 
mundial de alimentos industrializados (Innova Database). O 
acurado controle do processo fermentativo (tecnologia) faz-se 
necessário para a obtenção de um iogurte com características 
organolépticas superiores, o que associado com a qualidade da 
matéria prima, suporta a vitalidade econômica do setor de lácteos 
da indústria de alimentos. 
Peptídeos bioativos podem ser gerados durante a 
fermentação do leite por BAL tradicionais como cultivo iniciador 
(starter) para a elaboração de produtos lácteos. Dessa forma, 
diversos tipos de peptídeos bioativos, com funcionalidades 
diferentes, podem ser encontrados em produtos finais, como, por 
exemplo, queijos, iogurtes, leites fermentados e etc. Este exemplo 
citado para estes produtos lácteos tradicionais podem trazer 
alguns benefícios à saúde, quando ingeridos como parte de uma 
dieta diária regular (KIM; LIU, 2002; MACEDO; MACEDO, 
2011; MEHTA; KAMAL-ELDIN; IWANSKIR, 2012). 
Deste modo, pesquisas que permitam um melhor 
entendimento dos processos, podem promover o desenvolvimento 
de produtos lácteos de valor agregado com potencial transferência 
tecnológica. Alguns pontos de interesse que direcionam estas 
questões podem ser citados: a procura por iogurtes com apelo 
funcional e as propriedades nutricionais de excelência conferidas 
pelo leite de ovelha (alta digestibilidade; alta concentração de 
vitaminas e minerais; tecnologia de produção aliada ao alto índice 
de concentração de sólidos totais, essencial à produção de 
iogurtes de qualidade (desenvolvimento de produtos 
diferenciados); derivados funcionais do leite de ovelha pós 
processo fermentativo com teores reduzidos de lactose (apelo 
para consumidores intolerantes) e teores elevados de ácido 
linoléico conjugado (CLA, do inglês conjugated linoleic acid). 
O CLA corresponde a um grupo heterogêneo de isômeros 
geométricos e posicionais do ácido linoléico (AL), encontrados 
principalmente, na fração gordurosa de produtos lácteos e cárneos 
de ruminantes (BENJAMIN; SPENER, 2009). O CLA é um 
composto bioativo capaz, por exemplo, de modular a resposta 
inflamatória e atenuar a carcinogênese (KIM et al., 2009; XU; 
BOYLSTON; GLATZ, 2005). 
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Desta forma, sob o ponto de vista da prevenção à perda de 
saúde, justifica o desenvolvimento e a produção de alimentos 
funcionais como um iogurte de leite de ovelha com teores 
elevados de CLA, desenvolvido neste trabalho. A indústria de 
laticínios reage para aumentar a sua competitividade no segmento 
de produtos funcionais, para se adaptar às tendências de 
mudanças em um mercado consumidor exigente, que se modifica 
rapidamente, além de almejar a liderança tecnológica na indústria 
de alimentos. 
O interesse pelo consumo de alimentos promotores de 
saúde tem aumentado substancialmente na última década. Além 
de alimentos saborosos e nutritivos, há um aumento na demanda, 
por alimentos que forneçam benefícios à saúde através da 
presença ou ausência de determinados compostos (DE 
RENOBALES et al., 2012). Neste contexto, os alimentos 
funcionais são tendência na indústria de alimentos, em 
consequência à comprovação científica da presença de compostos 
bioativos nestes alimentos, das relações existentes entre a 
promoção da saúde e, sobretudo ao interesse do consumidor por 
novas alternativas capazes de prevenir doenças crônicas não 
transmissíveis (SANTOS et al., 2012; XU; BOYLSTON; 
GLATZ, 2005). 
Diante da procura dos consumidores por alimentos mais 
saudáveis, capazes de trazer benefícios extras à saúde, e dos 
potenciais efeitos benéficos do CLA e dos produtos lácteos 
fermentados, observou-se a necessidade de aplicação destes ao 
desenvolvimento de um novo produto com características 
funcionais e alto valor nutricional. Os resultados deste trabalho 
poderão gerar aplicações de relevância econômica, e de possível 
transferência tecnológica para a indústria de alimentos, visando 
incrementar a vitalidade e competitividade no mercado. Além do 
mais, este trabalho gerou dados pioneiros relativos à aplicação de 
micro-organismos conversores do AL em CLA em produtos 
lácteos ricos em CLA. 
 
1.1 OBJETIVOS 
 
1.1.1 Objetivo geral 
Selecionar cepas de Streptococcus thermophilus e 
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus por sua capacidade em 
sintetizar CLA a partir de AL, além de investigar o efeito das 
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variáveis do processo sobre a síntese de CLA pelas cepas 
previamente selecionadas na produção de um iogurte de leite de 
ovelha. 
 
1.1.2 Objetivos específicos 
• Avaliar a capacidade produtora de CLA in vitro de 13 
cepas de Lb. bulgaricus e 22 cepas de St. thermophilus 
individualmente, através da suplementação do meio de 
crescimento (leite de ovelha) com o substrato  AL; 
• Quantificar o teor de CLA dos leites fermentados pelas 
cepas individualmente por cromatografia gasosa; 
• Avaliar o potencial inibitório e habilidade das bactérias 
selecionadas em crescer na presença de AL; 
• Empregar a metodologia de superfície de resposta para 
investigar o efeito de quatro variáveis independentes 
sobre a síntese de CLA pelas cepas, previamente 
selecionadas, em fermentação protocooperativa; 
• Produzir iogurtes de leite de ovelha com base nas 
formulações do desenho experimental; 
•  Determinar a composição físico-química dos iogurtes. 
• Aferir o teor de CLA e perfil de ácidos graxos nos 
iogurtes de leite de ovelha; 
• Determinar a influência do período de 14 dias de 
armazenamento a 5 ºC sobre a composição de ácidos 
graxos, especialmente a concentração de CLA dos 
iogurtes produzidos; 
27 
 
2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 BACTÉRIAS ÁCIDO LÁCTICAS 
 
As bactérias ácido lácticas (BAL) recebem esta 
denominação devido à sua capacidade de converterem 
carboidratos fermentáveis em ácidos orgânicos, principalmente 
ácido lático. São caracterizadas como micro-organismos Gram-
positivos, não esporulantes, catalase-negativos, desprovidos de 
citocromo, anaeróbios facultativos e ácidos tolerantes. De acordo 
com a temperatura ótima de desenvolvimento, essas bactérias 
podem ser classificadas em mesofílicas (20-30 ºC) ou 
termofílicas (35-45 ºC) (GIRAFFA, 2012; REIS et al., 2011; 
ZHANG et al., 2013). 
São consideradas pertencentes ao grupo das BAL, as 
bactérias dos gêneros Aerococcus, Alloiococcus, 
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 
Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, 
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e 
Weissella (GIRAFFA, 2012; REIS, 2011).  
As BAL são largamente utilizadas em diversas aplicações 
industriais, principalmente como cultivos iniciadores na produção 
de alimentos fermentados, como, por exemplo, leites 
fermentados, queijos, manteiga, salames e vegetais. Devido à sua 
capacidade de metabolizar proteínas, açúcares e lipídios, possuem 
grande influência sobre o perfil sensorial do produto final, 
resultando em modificação da textura, do sabor e do aroma 
(PESCUMA et al., 2008). 
Estudos científicos indicam a importância dos produtos 
fermentados por culturas de BAL na alimentação de humanos, 
devido às diversas atividades biomodulatórias potenciais 
exercidas por componentes gerados após o processo fermentativo 
(CHOI et al., 2012; MRVCIC et al., 2012; RAMCHANDRAN; 
SHAH, 2008). 
 
2.1.1 Propriedades Tecnológicas 
 
Para conferir maior qualidade aos produtos lácteos 
fermentados, em especial os leites fermentados, é necessário o 
conhecimento sobre as propriedades tecnológicas dos micro-
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organismos empregados. Com relação à fisiologia, as BAL são 
responsáveis pela fermentação e produção de ácidos para 
conduzir inicialmente o processo fermentativo (BROADBENT; 
STEELE, 2005; CHERIGUENE et al., 2007; DE DEA 
LINDNER, 2008).  
O grupo dos Lactobacillus é dominante sobre os outros 
presentes em leite e seus derivados e dentre as BAL, e é 
reconhecido como o mais seguro do ponto de vista 
microbiológico e toxicológico. (SALVETTI; TORRIANI; FELIS, 
2012).  
Algumas espécies apresentam propriedades fisiológicas 
capazes de produzir ácido com intensidade durante a 
fermentação, sendo os principais responsáveis por esta etapa pela 
redução do pH e a consequente, coagulação do leite. 
Existem vários metabólitos produzidos por BAL de 
interesse tecnológico, bem como, ácidos orgânicos (ácido lático), 
peróxido de hidrogênio, dióxido de carbono, diacetil, acetaldeído 
e substâncias antimicrobianas de natureza protéica, como as 
bacteriocinas (GASPAR, et al., 2013; REIS et al., 2012; 
THARMARAJ; SHAH, 2009). As BAL também são importantes 
nos alimentos pela sua função probiótica (AHMADOVA et al., 
2013; REIS et al., 2011; SUSKOVIC et al., 2010). Assim, quando 
administradas, em quantidade adequada, conferem benefícios à 
saúde do consumidor (FAO/WHO, 2002), como o equilíbrio da 
microbiota intestinal, aumento da resposta imune, redução da 
intolerância à lactose, inibição de micro-organismos patogênicos 
pela produção de compostos naturais, entre outros. Esses micro-
organismos também produzem grande número de enzimas 
glicolíticas, lipolíticas e proteolíticas, as quais transformam os 
nutrientes fundamentais do leite e dos seus derivados em 
compostos com propriedades sensoriais desejáveis (VILJOEN, 
2001). 
Estudos demonstram ainda, a habilidade das culturas 
autóctones de BAL em produzir aromas distintos comparados 
com aqueles produzidos por culturas comerciais. Isto se dá 
devido à capacidade destas culturas em produzir enzimas 
conversoras de aminoácidos precursores de compostos 
aromáticos (CENTENO; CEPADA; RODRIGUEZ-OTERO, 
2002). 
A percepção sensorial dos produtos lácteos é um processo 
complexo, influenciado por muitos fatores, tais como a 
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composição de componentes flavorizantes, a textura e a aparência 
do produto (SMIT; SMIT; ENGELS, 2005), que podem ser 
originados de ações microbianas, enzimáticas e químicas, 
diretamente relacionadas às reações proteolíticas. Assim, a 
hidrólise das proteínas resultante da ação das proteinases e 
peptidases produzidas por BAL, contribui para a formação da 
textura e características sensoriais dos produtos fermentados. 
Contudo, os aminoácidos formados podem ainda ser degradados 
em aminas, ésteres, ácidos e tióis, contribuindo para a produção 
de diferentes aromas (GATTI et al., 2008; PRIETO et al., 2002).  
Para a utilização de cultivos iniciadores na tecnologia de 
fabricação de produtos alimentícios, as culturas devem ser 
empregadas com base no seu desempenho tecnológico. Cultivos 
iniciadores com boas propriedades tecnológicas devem apresentar 
boa multiplicação no leite, promover propriedades sensoriais 
adequadas no produto e serem estáveis e viáveis durante o 
armazenamento. Desta forma, podem ser manipulados e 
incorporados em produtos alimentícios sem perder a viabilidade e 
a funcionalidade, resultando em produtos com textura e aroma 
adequados (DE OLIVEIRA et al., 2002). 
A produção de exopolissacarídeos (EPS) por BAL é 
também um fator importante tecnologicamente para outras 
aplicações industriais. Em alguns produtos fermentados, a 
produção de EPS pode melhorar as características de textura do 
produto, assim como auxiliar na estabilidade durante a 
estocagem, reduzindo a sinérese. Folkenberg et al. (2006) 
analisaram produtos fabricados com cepas de St. thermophilus e 
Lb. bulgaricus produtoras e não produtoras de EPS, e afirmaram 
que a escolha das culturas bacterianas para a fermentação é um 
fator de controle das propriedades de textura. Sendo que, no fim 
da fermentação por uma cepa produtora de EPS pode-se obter, 
por exemplo, um iogurte com alta viscosidade, elevada 
cremosidade e baixa firmeza do gel. Esses atributos citados fazem 
parte de um painel sensorial utilizado para descrever propriedades 
de textura em iogurtes. 
Existem várias substâncias produzidas por BAL, dentre 
elas os ácidos orgânicos (NAIDU; BIDLACK; CLEMENS, 
1999). As BAL apresentam propriedades fisiológicas capazes de 
produzir com intensidade, sobretudo, ácido lático durante a 
fermentação de hexoses, sendo responsável pela redução do pH, 
daí o termo BAL que refere-se, principalmente, ao metabolismo 
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basal dessas bactérias (DE DEA LINDNER, 2008; SILVA, 
2010). Importantes informações sobre a fisiologia de cepas 
industriais podem ser obtidas, pelo estudo das condições da 
cultura através da avaliação do seu perfil de atividade cinética 
(crescimento, acidificação, rendimento em biomassa ou ácidos 
láticos). A quantificação da atividade acidificante das BAL 
permite comparar o desempenho de diferentes cepas ou diferentes 
combinações destas, durante a fermentação (SACCARO, 2008). 
Além disso, as BAL produzem enzimas glicolíticas, 
lipolíticas e proteolíticas, capazes de provocar a hidrólise da 
caseína, por exemplo, e os aminoácidos formados podem ainda 
ser hidrolisados em compostos de menor massa molar como 
aminas, ésteres, ácidos e tióis, que contribuem para a produção de 
aromas (SILVA, 2010). Acetaldeído é o composto mais relevante 
para o aroma típico do iogurte. As concentrações de acetaldeído 
podem variar de um produto para o outro. Produtos com teores de 
acetaldeídos inferiores a 10 ppm são considerados como de baixa 
intensidade de flavor. A concentração de acetaldeído presente nos 
iogurtes contendo bactérias probióticas é inferior àquele 
fabricado com a cultura clássica do iogurte, ou seja, St. 
thermophilus e Lb. bulgaricus (DE OLIVEIRA et al., 2002). 
 
2.1.2 Culturas Clássicas de Iogurte 
 
Um cultivo iniciador lácteo é essencial na indústria de 
laticínios. Para a produção de derivados lácteos fermentados é 
fundamental que haja uma produção de ácido láctico, e o cultivo 
iniciador é adicionado com essa finalidade, pois inclui bactérias 
que convertem lactose em ácido láctico (JAY, 2005). 
As etapas de produção de iogurte já são amplamente 
conhecidas pelas indústrias de produtos lácteos, bem como, a 
obrigatoriedade de utilização de cultivo iniciador atendendo a 
aspectos regulatórios, conforme Instrução Normativa (IN) nº 46, 
de 23 de Outubro de 2007, Regulamento técnico de identidade e 
qualidade de leites fermentados (BRASIL, 2007). O iogurte é 
produzido com cultivos iniciadores específicos, os quais são 
culturas mistas de St. thermophillus e Lb. bulgaricus em uma 
proporção de 1:1 (JAY, 2005). 
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2.1.2.1 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 
 
O Lb. bulgaricus é um bacilo homofermentativo 
frequentemente utilizado em produtos lácteos fermentados, tem 
um papel importante na produção de ácido lático e na hidrólise 
protéica, dando origem a diversos compostos, como substâncias 
aromáticas, e peptídeos que podem desempenhar atividade 
biológica (FURTADO, 2011; LIU et al., 2012; ZHENG et al., 
2014). 
Algumas cepas de Lb. bulgaricus apresentam a capacidade 
de se adaptar a diferentes meios e tolerar temperaturas de 
refrigeração, calor e condições ácidas (LIU et al., 2012), além de, 
apresentarem potencial probiótico pela capacidade de auto-
agregação, co-agregação, hidrofobicidade e presença de genes de 
adesão à mucosa intestinal (JERONYMO-CENEVIVA, 2013). 
 
2.1.2.2 Streptococcus thermophilus 
 
O St. thermophilus é um micro-organismo não-esporulado, 
homofermentante, anaeróbio facultativo, e resistente à 
temperatura de pasteurização. A faixa ideal de temperatura para 
seu crescimento é de 37 a 43 ºC e praticamente não se desenvolve 
abaixo de 18 ºC. Apresenta alta velocidade de produção de ácido 
lático na fabricação de iogurte, sob condições ideais de 
temperatura. Acidifica muito rapidamente, sobretudo se estiver 
associado com Lb. bulgaricus, com o qual cresce em boa 
simbiose. Entretanto, St. thermophilus é gradualmente inibido 
quando o teor de ácido lático atinge aproximadamente 1,2% (120 
ºD) (FURTADO, 2011).   
Além de estar relacionado com a produção de ácido lático 
na fermentação do leite, o St. thermophilus possui outros 
importantes aspectos tecnológicos, tais como: metaboliza a 
galactose, apresenta sistema proteolítico e atividade ureática, 
além de, atributos funcionais tais como, a produção de EPS, 
bacteriocinas, biosurfactantes e vitaminas. Além disso, a partir do 
catabolismo de aminoácidos, produz um grande número de 
componentes aromáticos, como por exemplo, acetaldeído e 
derivados de leucina, fenilalanina e metionina (IYER et al., 
2010). 
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2.2 IOGURTE 
 
Segundo os Padrões de Identidade e Qualidade (PIQ) de 
Leites Fermentados (BRASIL, 2000) entende-se por iogurte os 
produtos resultantes da fermentação do leite, pasteurizado ou 
esterilizado, por fermentos láticos próprios cuja fermentação se 
realiza com cultivos proto-simbióticos de St. thermophilus e Lb. 
bulgaricus. Os fermentos lácticos aludidos nesse item devem ser 
viáveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de 
validade, que no caso dos iogurtes deverão cumprir a contagem 
de micro-organismos específicos, bactérias lácticas totais 
(UFC/g) segundo a Norma FIL 117A:1988 de mínimo7 log 10 
UFC/g durante seu período de validade. 
A expectativa de expansão de mercado do iogurte até 2020 
gira em torno de US$ 13 bilhões. Segundo relatório recente do 
TechNavio, o valor de mercado do iogurte é de  US$ 27,7 
bilhões, e o crescimento de 7% está previsto para 2016, podendo 
aumentar a uma taxa de 8% ao ano até 2020. Esta categoria é 
crescente nos países em expansão como, Brasil, Rússia e Índia 
(DAIRY REPORTER, 2016). 
O iogurte é um produto que apresenta boas características 
sensoriais e aceitabilidade. Apresenta ainda, uma das melhores 
margens de rentabilidade para os fabricantes, uma vez que não 
exige processo de concentração na sua fabricação. O produto 
pode ainda ser acrescido de polpas de frutas, purês, 
aromatizantes, possibilitando maior diversidade de apresentação. 
Além disso, é um excelente carreador de bactérias probióticas e 
ingredientes prebióticos. Seu mercado, em suas diversas 
categorias, vem demonstrando grande potencial de crescimento 
nos últimos anos (FERREIRA et al., 2001 apud ARAÚJO et al., 
2012; SANTOS, 1998 apud ARAÚJO et al., 2012). 
No processo de fermentação do leite para obtenção do 
iogurte, um cultivo iniciador misto (St. thermophilus e Lb. 
bulgaricus) é empregado na matriz. Os micro-organismos se 
desenvolvem através de um processo simbiótico, onde o St.  
thermophilus se multiplica rapidamente produzindo dióxido de 
carbono e ácido fórmico. Estes, estimulam a multiplicação de Lb. 
bulgaricus através da redução do pH para seu valor ótimo de 
crescimento, que por sua vez, produz peptídeos e aminoácidos 
necessários para a multiplicação do primeiro. Após 
aproximadamente 3h de fermentação, a proporção de ambos deve 
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ser a mesma. O processo fermentativo ocorre com o consumo de 
lactose e hidrólise das proteínas do leite pelo cultivo iniciador, o 
que resulta na produção de peptídeos e compostos ácidos, como o 
ácido láctico e acetaldeído (MUCCHETTI; NEVIANI, 2006; 
OLIVEIRA; DAMIN, 2003; SERAFEIMIDOU, 2012). A 
produção de ácido lático, metabólito principal da fermentação 
durante a multiplicação das BAL, leva à coagulação do leite 
obtida predominantemente pela redução do pH até o ponto 
isoelétrico da caseína (pH 4,65) (DOS REIS et al., 2014). 
Apesar de os micro-organismos responsáveis pela 
transformação do leite em iogurte (St. thermophilus e Lb. 
bulgaricus) não serem considerados micro-organismos 
probióticos, uma vez que não são de origem entérica e, de forma 
geral, não são capazes de aderir e colonizar o trato 
gastrointestinal, alguns pesquisadores relataram a sobrevivência 
desses micro-organismos em fezes humanas, o que concorda com 
a definição vigente de probióticos (CRUZ et al., 2011). 
Outros micro-organismos de origem probiótica, por 
exemplo, as Bifidobactérias, podem ser adicionados ao processo 
com o intuito de agregar funcionalidade. No desenvolvimento de 
iogurtes suplementados com bactérias probióticas deve haver 
compatibilidade entre determinadas linhagens que possibilite o 
desenvolvimento adequado de ambas no produto, evitando 
problemas de inibição pela produção de ácidos, peróxidos, 
bacteriocinas e outros metabólitos (CRUZ et al., 2011). 
De forma geral, existem três tipos de iogurte: firme, batido 
e líquido. A principal diferença entre as formas de iogurte 
apresentadas depende da etapa de rompimento do gel, em maior 
intensidade para o iogurte líquido, seguido do batido e inexistente 
no iogurte firme (coágulo compacto). Adicionalmente, para o 
iogurte firme a fermentação ocorre com o produto dentro das 
embalagens, enquanto no iogurte líquido e batido, isso não 
acontece (BYLUND, 2003).  
Com o objetivo de valorizar as propriedades físicas do 
produto (consistência do iogurte firme, viscosidade do iogurte 
batido e atributos sensoriais, como o sabor e aroma), aumenta-se 
o teor de sólidos no leite, através do acréscimo de leite em pó, 
produtos derivados de soro e/ou caseinatos (OLIVEIRA, 2009). 
Dentre os leites mais utilizados para a produção de iogurte 
(bovino, ovino, caprino), o ovino apresenta maior teor de sólidos, 
conferindo mínima sinérese e alta resistência do gel formado em 
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iogurtes produzidos a partir desta matéria-prima (BOTTAZZI, 
1998; WENDORFF, 2001). 
 
2.3 LEITE OVINO 
 
A produção de leite de ovelhas é fortemente ligada à 
industrialização de produtos lácteos, como iogurtes, doce de leite 
e queijos. O leite de ovinos é especialmente propício à 
transformação industrial devido sua composição de gordura e 
proteína próximos a 6%, proporcionando alta rentabilidade de 
produção e produtos lácteos de alto valor agregado. A 
ovinocultura leiteira segue um padrão comum à agropecuária em 
diversos segmentos produtivos de diferentes países, a fim de, 
condicionar a sua dinâmica de crescimento à evolução da 
indústria e do varejo (CORRÊA; ROHENKOHL; OSÓRIO, 
2014a). 
A produção de leite de ovelha sucede de raças leiteiras 
especializadas, como é o caso da Lacaune. A composição média 
do leite de ovelha da raça Lacaune durante todo seu período de 
lactação pode variar entre 6,85% a 7,78% para gordura, de 4,61% 
a 4,86% para proteína, entre 16,43% a 17,37% para extrato seco 
total e 4,37% a 4,57% para lactose (PELLEGRINI, 2012; 
NUDDA et al., 2014). 
 
2.3.1 Aspectos Econômicos do Leite Ovino 
 
Dentre os tipos de leite consumidos, o bovino é o mais 
comum representando cerca de 85% da produção global de leite. 
No entanto, em muitos países utiliza-se o leite de outras espécies 
animais, por exemplo, o leite de ovelha. A produção de leite de 
ovelha no mundo gira em torno de 1,4% da produção de leite 
global (CLAEYS et al., 2014.; OSMAN et al., 2014). 
Nos países que circundam o mar mediterrâneo (por 
exemplo, Itália, Espanha, França, Portugal, Grécia, Turquia, 
Israel) e o leste da Europa (especialmente Bulgária e Romênia) o 
leite de ovelha é parte tradicional e fundamental da economia 
nacional e os produtos lácteos (por exemplo, iogurte e queijo) são 
internacionalmente comercializados (NUDDA et al., 2014; 
PARK et al., 2007 apud SILANIKOVE et al., 2010). 
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Nos principais países produtores de ovinos de zona 
temperada, a produção de leite não tem destaque, exceto em 
alguns países europeus. Ásia e Europa, juntos, produzem 79% da 
produção total de leite de ovelha (TABELA 1), enquanto em base 
per capita, a produção de leite na Europa excede a de qualquer 
outro continente (ZYGOYIANNIS, 2006). 
 
Tabela 1. Produção de leite de ovelha 
 
 
Local 
Leite 
(x 1000 ton) 
Contribuição 
(%) 
Leite (kg)/ 
habitante 
Ásia  3586 44,4 0,9 
Africa  1641 20,3 1,9 
Europa  2812 34,8 3,9 
América do Sul 36 0,4 0,1 
Mundial  8075 100 1,3 
Fonte: Adaptado de Zygoyiannis (2006) 
 
A ovinocultura leiteira no Brasil tem crescido e se 
destacado nos últimos anos, como uma alternativa para o 
aumento da receita do produtor de pequenas e médias 
propriedades, através da produção de queijos finos e iogurtes. A 
produção de leite em ovinos tem sido vista como uma alternativa 
sustentável, de baixo investimento inicial e de fácil adoção pela 
mão de obra familiar, podendo melhorar a qualidade de vida dos 
pequenos e médios produtores rurais (CORRÊA; ROHENKOHL; 
OSÓRIO, 2014b). 
No Brasil, a ovinocultura leiteira ainda tem pouca 
expressão no mercado, mas relatos bem sucedidos são 
encontrados entre os criadores da Serra Gaúcha, que investiram 
no alto valor agregado do leite ovino (BRITO et al., 2006 apud 
MONTEIRO et al., 2013). Desde o início da colonização do Sul 
do Brasil, a criação de ovinos vem contribuindo para seu 
desenvolvimento social e econômico. O sucesso desta atividade 
decorreu da existência de extensas áreas cobertas por pastagem 
natural no Estado do Rio Grande do Sul (DA SILVA PEDROSO 
et al., 2004).  
Atualmente, a ovinocultura brasileira é explorada para a 
produção de leite também nos estados de Santa Catarina e de 
Minas Gerais, estimando um processamento nacional de cerca de 
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509.000 litros ao ano, o que corresponde a aproximadamente 526 
toneladas (CORRÊA; ROHENKOHL; OSÓRIO, 2014 a). 
Apesar de o agronegócio de leite de ovinos ser ainda 
inexpressivo no Brasil, esta matéria prima tem proporcionado 
certo interesse pelos institutos de pesquisa, devido seu alto 
desempenho de processamento e, sua capacidade de ser 
transformado em produtos lácteos de alta qualidade, atribuindo-
lhes sabor e aroma peculiares (BENCINI; PULINA, 1997; GAJO 
et al., 2012). Com isso, a utilização desta matriz valiosa para a 
fabricação de derivados lácteos, pode aumentar o retorno 
financeiro do ovinocultor (SOUZA et al., 2012). 
 
2.3.2 Características Nutricionais do Leite Ovino 
 
Os ovinos são, entre os animais produtores de leite, os que 
mais sofrem influência do meio ambiente, como pastagem, clima 
e posição geográfica. A composição do leite de ovelha pode 
variar com a dieta, raça, animais dentro das várias raças, 
paridade, sazonalidade, nutrição e condições de manipulação, 
condições ambientais, localização, e estágio da lactação 
(HAENLEIN, 2001). 
O leite ovino é mais rico em gordura, proteínas, cinzas, 
cálcio, ferro, manganês, fósforo, zinco, ácidos graxos (AG) de 
cadeia média, AG monoinsaturados (AGMI), ácido linolênico, 
todos os aminoácidos essenciais e vitaminas (exceto para 
caroteno) quando comparado aos leites bovino e caprino 
(BALTHAZAR et al., 2015; PARK et al., 2007). 
Ao comparar o conteúdo mineral dos leites ovino e 
caprino, o primeiro apresenta maiores teores de magnésio, 
potássio, sódio, cálcio e ferro. Porém, quando comparado ao 
bovino, o leite de ovelha possui maiores níveis de cálcio, fósforo, 
magnésio, zinco, ferro e cobre (KHAN et al., 2006; MAYER; 
FIECHTER, 2012; PARK et al., 2007; RAYNAL-LJUTOVAC et 
al., 2008). 
Há poucas referências em relação às vitaminas presentes 
no leite de ovelha. No entanto, alguns estudos demonstraram alto 
teor de vitamina C e vitaminas do complexo B, especialmente 
niacina e biotina (MAYER; FIECHTER, 2012; RAYNAL-
LJUTOVAC et al., 2008). A Tabela 2 apresenta o teor de 
micronutrientes presentes nos leites caprino, ovino e bovino. 
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Tabela 2. Composição de micronutrientes dos leites de cabra, ovelha e 
vaca 
 
Micronutriente Leite (100g) Caprino Ovino Bovino 
Ca (mg) 134 193 122 
P (mg) 121 158 119 
Mg (mg) 16 18 12 
K (mg) 181 136 152 
Na (mg) 41 44 58 
Cl (mg) 150 160 100 
S (mg) 28 29 32 
Fe (mg) 0,50 1,22 0,46 
Cu (mg) 0,05 0,05 0,06 
Mn (mg) 0,03 0,03 0,02 
Zn (mg) 0,56 0,57 0,53 
I (mg) 0,02 0,02 0,02 
Se (µg) 1,33 1 0,96 
Vitamina A (IU) 185 146 126 
Vitamina D (IU) 2,30 0,18 2 
Tiamina (mg) 0,07 0,08 0,05 
Riboflavina (mg) 0,21 0,38 0,16 
Niacina (mg) 0,27 0,42 0,08 
Acido pantotênico (mg) 0,31 0,41 0,32 
Vitamina B6 (mg) 0,05 0,08 0,04 
Acido fólico (µg) - 5 5 
Biotina (µg) 1,50 0,93 2 
Vitamina B12 (µg) 0,06 0,71 0,36 
Vitamina C (mg) 1,29 4,16 0,94 
Vitamina E (mg) 0,04 0,11 0,11 
Fonte: Adaptado de Park et al. (2007) e Raynal-Ljutovac et al. (2008) 
 
A fração de carboidratos no leite é constituída pela lactose. 
O leite de ovelha apresenta uma composição química mais rica, 
em todos os seus componentes, exceto no teor de lactose, que é 
ligeiramente inferior que nos leites caprino e bovino (TABELA 
3) (CORRÊA; ROHENKOHL; OSÓRIO, 2014b; JANDAL, 
1996; PARK et al., 2007). 
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Tabela 3.  Comparação de valores dos componentes básicos dos leites ovino, caprino e bovino 
 
Espécie Composição (%) Referências Gordura Lactose Proteína Caseína Cinzas 
Ovino 
7,62 3,7 6,21 5,16 0,9 Jandal  (1996) 
7,9 4,9 6,2 4,2 0,9 Park et al. (2007) 
8,5 4,5 - 5,5 - Corrêa et al. (2014)b 
 5,1 3,85 6,38 - 1 Dibbern et al. (2013) 
       
Caprino 
3,8 4,08 2,90 2,47 0,79 Jandal  (1996) 
3,8 4,1 3,4 2,4 0,8 Park et al. (2007) 
4,2 4,3 - 4 - Corrêa et al. (2014)b 
       
Bovino 
3,67 4,78 3,23 2,63 0,73 Jandal  (1996) 
3,6 4,7 3,2 2,6 0,3 Park et al. (2007) 
3,5 4,7 - 4,3 - Corrêa et al. (2014)b 
Fonte: A autora 
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No que se refere ao percentual lácteo, o leite de ovelha 
contém quase duas vezes mais proteínas que os de cabra e vaca, 
sendo as caseínas majoritárias no leite de ovelha (15-85% do total 
de proteínas). Quanto as proteínas do soro do leite, estas 
constituem, cerca de 17 a 22% do total de proteínas, sendo 
lactoglobulina e lactoalbumina majoritárias (CORRÊA; 
ROHENKOHL; OSÓRIO, 2014b). 
Por ser um alimento de alto valor biológico e de alta 
digestibilidade, hipoalergenicidade e alcalinidade (BALTHAZAR 
et al., 2015), o leite de ovelha tem sido proposto como uma 
alternativa para lactentes intolerantes ao leite de outras espécies. 
O leite ovino possui menores glóbulos de gordura (≈3,30 
µm) quando comparados aos do leite de vaca (≈4,50 µm), 
proporcionando maior digestibilidade. Além disso, o leite de 
ovelha também é favorecido pela sua composição de AG, que 
inclui uma maior proporção de ácidos graxos saturados (AGS) de 
cadeia curta e média, que são facilmente metabolizados como 
energia e não incidem sobre o colesterol (CORRÊA; 
ROHENKOHL; OSÓRIO, 2014b; MAYER; FIECHTER, 2012). 
De modo geral, a gordura láctea é complexa e possui 
propriedades físicas e nutricionais exclusivas, por exemplo, a 
produção do ácido rumênico (18:2 cis-9, trans-11) um dos 
isômeros conjugados do AL (GOLAY et al., 2007). Estudos 
recentes têm mostrado que os isômeros de CLA presente em 
produtos lácteos, melhora a saúde humana através de suas 
propriedades anti carcinogênicas (THUILLIER et al., 2013), anti 
diabéticas (MALINSKA et al., 2015), anti ateroscleróticas 
(STACHOWSKA et al., 2012), anti osteoporóticas (DE GUIRE 
et al., 2012), bem como, prevenção do aumento da massa de 
gordura corporal (CHEN et al., 2012) e sua função estimuladora 
do sistema imunológico (BASSAGANYA-RIERA et al., 2012). 
Entre os ruminantes, a gordura do leite de ovelha contém o mais 
alto nível de CLA (TABELA 4) e também, o maior teor de ácido 
vacênico (AV), seu precursor fisiológico (JAHREIS et al., 1999; 
TSIPLAKOU; MOUNTZOURIS; ZERVAS, 2006). 
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Tabela 4. Porcentagem de CLA (C18:2 cis-9, trans-11) no leite de 
animais ruminantes 
 
Animal CLA (% EMAG total) 
Cabra 0,64 ± 0,15 
Vaca 1,01 ± 0,25 
Ovelha 1,08 ± 0,32 
Fonte: Adaptado de Jahreis et al. (1999) 
 
De acordo com Parodi (2003) apud Nunes e Torres (2010), 
o teor de CLA no leite e seus derivados pode variar de 2 a 37 
mg/g de lipídios. Na primavera, o leite de ovelha apresenta, entre 
30 e 44% mais de concentração em CLA que outras estações do 
ano. O efeito do clima está vinculado à alimentação dos animais 
ruminantes (DE CAMPOS, 2011; TSIPLAKOU; 
MOUNTZOURIS; ZERVAS, 2006), pois o CLA tem origem no 
rúmen a partir do pasto ingerido. Por outro lado, nenhum outro 
fator como raça, paridade, ou dias em lactação podem afetar 
significativamente o teor do CLA na gordura do leite 
(TSIPLAKOU; MOUNTZOURIS; ZERVAS, 2006). 
 
2.4 SÍNTESE DE CLA 
 
O acrônimo CLA é usado para descrever uma família de 
isômeros do ácido octadecadienóico (C18:2). O CLA pode ser 
formado por bactérias anaeróbicas no rúmen, como um 
intermediário na biohidrogenação do AL ou na glândula 
mamária, através da dessaturação do AV (C18:1 trans-11) a partir 
da enzima ∆9-desaturase (KEPLER et al., 1966; 
SERAFEIMIDOU et al., 2012). 
Em geral, as ligações duplas nos ácidos graxos 
poliinsaturados (AGPI) estão separadas por um grupo metileno, 
para evitar a oxidação quando expostos em meio contendo 
oxigênio. Os AGPI também podem apresentar ligações duplas 
conjugadas, ou seja, sem o grupo metileno. O sistema de ligações 
duplas encontra-se alternado, resultando na isomerização das 
ligações duplas em configuração conjugada. A presença de 
ligações duplas conjugadas ou separadas pelo grupo metileno 
(FIGURA 1) e, de diferentes isomerias (posicionais e 
geométricas), pode proporcionar modificações às propriedades 
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físico-químicas e nutricionais dos AG (MOTTA, 2003; BLOCK; 
BARRERA-ARELLANO, 2009). 
 
Figura 1. Ligações duplas isoladas e conjugadas 
 
Fonte: Adaptado de Block e Barrera-Arellano (2009) 
 
Para minimizar os efeitos tóxicos dos AG obtidos da 
alimentação, sobre a fermentação ruminal, as bactérias lipolíticas 
secretam lipases como, a ácido linoléico isomerase para liberar os 
AGI (PARODI, 1999). No rúmen os lipídios sofrem 
transformações pelas lipases microbianas em um processo 
chamado de lipólise (considerado como pré-requisito para 
acontecer a biohidrogenação).  Em seguida, os ácidos graxos 
poliinsaturados (AGPI) são rapidamente hidrogenados pelos 
micro-organismos, resultando na produção de ácidos graxos 
saturados (AGS), principalmente ácido esteárico (C18:0). Esse 
processo converte os AGI em AGS via isomerização de AGT 
intermediários, seguido pela hidrogenação das ligações duplas. O 
grau de lipólise e biohidrogenação dependem do tipo e da 
quantidade de gordura recebida pelo rúmen (JENKINS et al., 
2008).  
Resumidamente, a síntese de CLA inicia especificamente 
com a isomerização dos ácidos graxos insaturados (AGI), 
convertendo os isômeros nativos cis em isômeros trans (FIGURA 
2), seguida da biohidrogenação pelas bactérias do rúmen (KIM et 
al., 2009). 
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Figura 2. Isômeros geométricos de AG (configurações cis e trans) 
 
 
Fonte: Adaptado de Gómez-Ayala (2009) 
 
Segundo De Holanda, De Holanda e Mendonça (2012) o 
processo de biohidrogenação do AL (C18:2) ocorre em três 
etapas. Primeiro a isomerização da dupla ligação cis-12 para 
configuração trans-11, formando um AG dienóico ou trienóico 
conjugado; seguido por uma reação de redução da dupla ligação 
cis-9, formando o AV (C18:1, trans-11) e finalmente, uma 
segunda reação de redução catalisada por micro-organismos 
secundários, os quais hidrogenizam a ligação trans-11 do AV, 
formando o ácido esteárico (C18:0) (FIGURA 3). 
Uma questão interessante pode ser levantada sobre o 
motivo pelo qual as bactérias tenham desenvolvido a capacidade 
enzimática para realizar biohidrogenação. A resposta se baseia no 
fato de que a biohidrogenação possa ser um mecanismo de 
desintoxicação (GORISSEN et al., 2011). Esta questão não é 
puramente acadêmica, porque este mecanismo pode ser a chave 
para encontrar métodos para manipular a biohidrogenação de uma 
forma previsível (JENKINS et al., 2008). 
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Figura 3. Principais rotas metabólicas da biohidrogenação do ácido 
linoléico 
 
 
Fonte: Adaptado de Khanal e Dhiman (2004) 
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2.4.1 Produção de CLA por BAL 
 
Kepler et al. (1966) examinaram a via de biohidrogenação 
do AL pela bactéria ruminal Butyrivibrio fibrisolvens. A 
produção de CLA pelas bactérias do rúmen levou à especulação 
de que outros micro-organismos também poderiam ser capazes de 
sintetizar este metabólito (LUCATTO; MENDONÇA; 
DRUNKLER, 2014). Diversos estudos revisados por Gorissen et 
al. (2015) reportaram a produção de CLA durante a fermentação 
láctea por BAL. De acordo com tais estudos, além da capacidade 
de alterar o perfil de AG do leite, algumas cepas bacterianas 
produzem AG funcionais durante a fermentação como o resultado 
de seu crescimento e metabolismo. 
Existem fatores que influenciam a produção de CLA pelas 
BAL, dentre eles, estudos apontam as variáveis tempo e 
temperatura de fermentação, concentração protéica e substrato 
oleoso (fonte de AL) (GHOLAMI; KHOSRAVI-DARANI, 2014; 
TERÁN et al., 2015). Desta forma, alguns autores têm 
investigado os fatores que podem influenciar a produção de CLA 
durante a fermentação láctea e investido em estratégias para 
aperfeiçoar o processo de conversão de AL em CLA (TABELA 
5). 
Lin, Lin e Lee (1999) afirmaram a necessidade da presença 
de uma fonte de AL ao meio para aumentar a formação de CLA 
pelas BAL. Em controvérsia, Pandit et al. (2012) destacaram 20 
BAL capazes de produzir AL no leite (0,43-1,12 g/AG) sem 
adição de qualquer substrato gorduroso. 
Jiang, Björck e Fonden (1998) identificaram 19 cepas, 
comumente utilizadas como cultivos iniciadores, com habilidade 
para produzir CLA a partir de AL. Os autores observaram que ao 
adicionar uma concentração de 25 µg/mL de AL no meio, o 
crescimento da maioria das cepas foi inibido. Entretanto, notou-se 
uma relação positiva entre a formação de CLA e tolerância ao 
AL, o que confirma a alusão prévia de que a produção de CLA 
possa funcionar como um mecanismo de desintoxicação. 
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Tabela 5. Estratégias para aumentar a produção de CLA pelas bactérias lácticas 
 
Micro-organismo 
Fonte de AL Tempo de 
 Fermentação 
(h) 
Concentração 
de CLA Referências Substrato  µg/mL 
Lc. lactis OG 200 12 8,5 mg/ga Kim e Liu (2002) 
Lb. casei AL 400 24 175,2 µg/mLa 
Van-Nieuwenhove et al. (2007) Lb. rhamnosus AL 200 24 190,2 µg/mLa 
St. thermophilus AL 800 24 198,6 µg/mLa 
Lb. bulgaricus AL 5000 48 86 µg/mLb 
Lin, Lin e Lee (1999) Lb. acidophilus AL 1000 24 106,5 µg/mLb 
St. thermophilus AL 5000 48 82,5 µg/mLb 
Lb. plantarum AL 3000 24 240,69 µg/mLc Khosravi et al. (2015) 
Lb. rhamnosus OSH 1% 24 310 µg/ga 
Xu, Boylston e Glatz (2005) 
Lb. acidophilus OSH 1% 24 450 µg/ga 
Lb. casei OSH 1% 24 480 µg/ga 
Lb. plantarum OSH 1% 24 510 µg/ga 
P. shermani OSH 1% 24 1450 µg/ga 
 CI  OSH 1% 24 710 µg/ga 
CI + (Lb. acidophilus, B. 
bifidum e P. freudenerchii) OSU 4% 27 11,03 mg/g
a Khosravi-Darani, Reihani e Feili 
(2014) 
Fonte: A autora 
Legenda: OG = óleo de girassol; OSH = óleo de soja hidrolisado; OSU = óleo de semente de uva; CI = Cultivo iniciador de 
iogurte (St. thermophilus + Lb. bulgaricus, 1:1). CLA totala; isômero C18:2 cis-9, trans-11b; não especificadoc 
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Kim e Liu (2002) testaram 14 BAL por sua capacidade em 
produzir CLA utilizando óleo de girassol (70% de AL) como 
substrato. Lc. lactis I-01 apresentou a maior produção de CLA 
(acima de 4 mg/g de lipídio) sendo selecionada para estudos 
posteriores, afim de identificar os fatores e processos 
responsáveis pelo aumento de CLA em leite fermentado. A maior 
concentração de CLA (8,5 mg/g de lipídio) foi detectada com 0,2 
g/L de óleo de girassol, 3% de leite em pó, 6% de glicose e 12 h 
de incubação. Os resultados demonstraram ainda, que a formação 
de CLA no leite fermentado pode ser afetada por vários fatores, 
dentre eles, o biotipo bacteriano, o número de células inoculadas, 
o período de incubação a pH neutro e a concentração do 
substrato. 
Cepas de BAL (Lb. acidophilus, Lb. lactis, Lc. cremoris, 
Lc. lactis, Lb. bulgaricuse St. thermophilus) foram inoculadas, 
individualmente, em meio de crescimento suplementado com 
12% de leite em pó e, avaliadas sob diferentes concentrações de 
AL (1000 ou 5000 µg/mL) e tempo de incubação (0, 24 e 48 h), a 
fim de selecionar a melhor condição para formação de CLA por 
cada micro-organismo.  A produção de CLA durante as primeiras 
24 h de fermentação foi significativamente diferente comparada 
ao tempo de incubação prolongado (48 h), para as culturas Lb. 
bulgaricus (de 66 para 86 µg/mL) e St. thermophilus (de 57 para 
82,5  µg/mL) suplementadas com 5000 µg/mL de AL (LIN; LIN; 
LEE, 1999). No entanto, outros autores não obtiveram êxito na 
produção de CLA em caldo MRS suplementado com 100 ou 200 
µg/mL de AL ao inocular Lb. bulgaricus a 37 °C por 12 ou 24 h 
de fermentação (KIM; LIU, 2002; VAN NIEUWENHOVE et al., 
2007). 
A habilidade de diferentes cepas de Lactobacillus em 
produzir CLA a partir de AL foi também estudada por Khosraviet 
al. (2015). Experimentos preliminares revelaram que Lb. 
plantarum mostrou maior potencial em produzir CLA (95,25 
µg/mL). A metodologia de superfície de resposta foi aplicada 
para investigar o efeito de três variáveis independentes (AL, 
concentração de extrato de levedura e densidade do inóculo) 
sobre a formação de CLA. As condições ótimas para atingir a 
maior produção de CLA (240,69 µg/mL) foram obtidas utilizando 
3 mg/mL de AL; 4 g/L de extrato de levedura e 4% (v/v) 
densidade do inóculo. 
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Xu, Boylston e Glatz (2005) avaliaram a formação de CLA 
em produtos lácteos fermentados a partir de óleo de soja 
hidrolisado. Os autores testaram cepas probióticas 
individualmente ou em co-cultura com cultura mista (1:1) de Lb. 
bulgaricus e St. thermophilus (cultura tradicional de iogurte). 
Após 14 dias sob refrigeração encontrou-se um aumento 
superficial no teor de CLA nos tratamentos com cultura de 
iogurte. Os maiores teores de C18:2 cis-9, trans-11 (0,97 mg/g de 
lipídios) e C18:2 trans-10, cis-12 (0,71 mg/g de lipídios) foram 
encontrados nas amostras fermentadas com Lb. rhamnosus com 
cultura de iogurte. 
Em um estudo similar, iogurtes de leite de vaca e de 
ovelha foram investigados por alterações na concentração de 
CLA durante 14 dias a 5 ºC. O armazenamento refrigerado 
resultou num decréscimo significativo de CLA nos iogurtes de 
leite de vaca e um significativo aumento nos iogurtes de leite de 
ovelha, sugerindo que o teor de CLA foi influenciado pela origem 
do leite (SERAFEIMIDOU et al., 2013). 
 
2.5 CLA E BENEFÍCIOS À SAÚDE 
 
Estudos demonstram estimativas na ingestão dietética de 
CLA/dia por homens e mulheres de vários países. O consumo 
médio varia de 0,2 a 1,5 g/adulto/dia parece depender do gênero e 
origem da fonte de CLA (animal ou vegetal) (AKOH; MIN, 
2008; RITZENTHALER et al., 2001; HERBEL et al., 1998; 
PARK et al., 1999). Dentre os grupos populacionais relatados, a 
ingestão de CLA pela população brasileira (36 mg/dia) está 
dentre as menores. 
Várias pesquisas têm sido desenvolvidas para determinar 
as propriedades fisiológicas, bioquímicas e físicas dos isômeros 
de CLA. Os avanços na literatura indicam que os isômeros de 
CLA possuem potentes atividades biológicas que os destacam em 
benefícios para a saúde humana (QUADRO 1) (WATKINS et al., 
2003). 
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Quadro 1. Atividades biológicas dos isômeros de CLA 
 
Isômero Atividade Biológica Referência 
C18:2 cis-9, trans-11;  
trans-10, cis-12 (1:1) 
Inibitória no desenvolvimento de câncer de mama, 
 pele, estômago, intestino 
Ip et al. (1991), Ip et al. (1994) e  
Ip et al. (1999) 
Antioxidante Ip et al. (1991) 
Imunorreguladora Bassaganya-Riera et al. (2012) 
Redutora da massa gordurosa corporal  Laso et al., (2007) e 
Chen et al. (2012) 
Redutora da circunferência abdominal sagital (cm) Risérus et al. (2001) e 
 Malinska et al. (2015) 
Moduladora da resposta inflamatória Belury (2002) 
Estimuladora da massa magra corporal Gaulier et al.  (2006) 
Redutora da glicemia Malinska et al. (2015) 
Redutora da massa gordurosa em região corporal  
específica (pernas) e relação  cintura-quadril Gaulier et al.  (2006) 
   
C18:2 cis-9, trans-11 
 
Positiva sobre marcadores bioquímicos relacionados 
 ao mal de Alzheimer 
Barbosa (2009) e 
Gama et al. (2015) 
Antiosteoporótica Deguire et al.  (2012) 
Antiaterosclerótica Stachowska et al. (2012) 
   
C18:2  trans-10, cis-12 Inibitória no desenvolvimento de câncer de ovário Thuillier et al. (2013) 
Inibitória no desenvolvimento de câncer de próstata Ochoa et al. (2004) 
Fonte: A autora
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De acordo com o estudo de Ip et al. (1991), a 
suplementação de 0,5% de CLA na dieta de ratos, foi suficiente 
para reduzir o desenvolvimento de tumor mamário. O CLA foi 
considerado o AG mais ativamente influente na modulação 
tumoral. Porém, ao relacionar a dose de CLA com atividade 
antioxidante em ratos, Ip et al. (1999) observaram máxima 
eficiência aplicando 0,25% de CLA na dieta dos animais. Estes 
resultados sugerem uma discrepância entre efetividade 
antioxidante e anti-carcinogênica.  
Em ensaio realizado por Ip et al. (1994), uma dose diária 
de 3 g de CLA foi recomendada para inibir os efeitos 
carcinogênicos em glândula mamária de ratas. Animais com peso 
aproximado de 350 g foram alimentados com 0,1% de CLA na 
dieta (representado cerca de 0,015 g de CLA/ dia, equivalente a 
uma dose diária de 3 g de CLA numa extrapolação direta a uma 
pessoa de 70 kg), uma quantidade ligeiramente mais elevada em 
relação ao consumo estimado. 
Os mecanismos moleculares da bioatividade do CLA têm 
sido atribuídos à sua capacidade de modular a formação de 
eicosanóides e a expressão gênica. Poucos estudos clínicos têm 
sido conduzidos em humanos (DAMODARAN; PARKIN; 
FENNEMA, 2010). Apesar disso, Tvrzicka et al. (2011) 
reportaram diversos experimentos in vitro e in vivo relatando as 
propriedades antioxidantes e efeitos anticarcinogênicos dos 
isômeros de CLA. Além disso, Ochoa et al. (2004) e Ip et al. 
(1999) também relataram os efeitos inibitórios do CLA sobre 
câncer de mama, pele, estômago, intestino e próstata. 
No estado da arte, diferentes estudos revisados por Belury 
(2002) e Pariza, Park e Cook (2001) demonstraram a capacidade 
do CLA em modular a resposta inflamatória e restaurar a 
sensibilidade à insulina em animais portadores de Diabetes do 
tipo-II. Mais recentemente, essa atividade de modular da resposta 
inflamatória atribuída ao CLA, demonstrou uma influência 
positiva sobre os marcadores bioquímicos associados à doença de 
Alzheimer. 
Barbosa et al. (2009) reportaram redução da atividade de 
diferentes de fosfolipases (A2) no cérebro de ratos. PLA2 (subtipo 
de A2) é uma família de enzimas hidrolíticas que são mediadores 
importantes na transmissão e processamento de sinais neuronais e 
na regulação de outras atividades cerebrais. Quarenta e oito 
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animais foram alimentados com três dietas diferentes ao longo de 
um período de trinta dias. Os resultados do estudo sugerem que 
uma dieta enriquecida com 60% de CLA (30% de C18:2 trans-
10, cis-12 e 30% de C18:2 cis-9, trans-11) pode ser um potencial 
nutracêutico para a prevenção e/ou inibição da progressão da 
doença de Alzheimer. 
Gama et al. (2015) analisaram os dados de trinta ratos 
alimentados com diferentes doses de CLA (0,72 e 1,98 g/100 g de 
gordura total) durante quatro semanas. Os tratamentos 
consistiram de uma dieta livre de CLA e demais dietas contidas 
de manteiga enriquecida com CLA (C18:2 cis-9, trans-11). 
Comparada ao grupo da dieta controle, a atividade hipocampal da 
PLA2 dos grupos alimentados com CLA, apresentou melhor 
desempenho. Tais achados sugerem que produtos lácteos 
enriquecidos com CLA (C18:2 cis-9, trans-11) podem ser úteis 
no tratamento do mal de Alzheimer. 
Um estudo in vivo avaliou os efeitos de AGT 
industrializados (AGTi) e CLA sobre os marcadores de 
inflamação e de stress oxidativo em 61 adultos saudáveis. Os 
autores observaram um efeito positivo nos marcadores de 
inflamação e em um dos marcadores de stress oxidativo nos 
voluntários que consumiram uma mistura de isômeros de CLA 
(80% C18:2 cis-9, trans-11 e 20% C18:2 trans-10, cis-12) na 
dieta (SMIT et al., 2011). 
Recentemente, Malinska et al. (2015) pesquisaram ratos 
hipertriacilglicerolêmicos (HHTg) alimentados com dietas 
enriquecidas com uma mistura de isômeros de CLA (1:1, C18:2 
cis-9, trans-11; trans-10, cis-12) ou óleo de girassol (grupo 
controle) por dois meses. Os ratos que consumiram CLA na dieta 
demonstraram decréscimo de gordura visceral (p<0,01) e redução 
do acúmulo de triacilglicerol no fígado, músculos e aorta. Além 
disso, ao comparar àqueles animais alimentados com óleo de 
girassol, os ratos suplementados com CLA apresentam maior 
sensibilidade à insulina.  Os autores concluíram que o CLA pode 
proteger contra dislipidemia induzida por HHTg, deposição 
ectópica de lipídios e resistência à insulina. 
De Guire et al. (2012) mencionaram uma associação entre 
CLA com a membrana de eritrócitos e composição óssea. 
Cinquenta e quatro homens (idade entre 19-53 anos) foram 
testados num estudo transversal para examinar a associação entre 
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o perfil celular e a composição óssea. A pesquisa transcorreu num 
ensaio dose-resposta de 1 a 3 grupos constituídos por: placebo 
(controle); 1,5 g/dia ou 3,0 g/dia de CLA (C18:2 cis-9, trans-11) 
durante um período de 16 semanas. A densidade mineral óssea 
foi significativamente maior no grupo alimentado com 3,0 g de 
CLA comparado ao com 1,5 g, enquanto que, o grupo placebo 
não apresentou alteração significativa em nenhuma variável o 
decorrer do experimento. 
Estudos com indivíduos obesos propuseram uma ingestão 
de 3 a 4 g/dia de CLA para produzir perda de massa gordurosa 
corpórea em humanos (BLANKSON et al., 2000; RISÉRUS; 
BERGLUND; VESSBY, 2001; GAULIER et al., 2004; LASO et 
al., 2007; WHIGHAM, WATRAS, SCHOELLER, 2007). Apesar 
de o isômero C18:2 trans-10, cis-12 ter sido associado com 
efeitos antiadipogênicos em seres humanos, esses resultados são 
menos significativos e mais ambíguos quando comparados aos 
ensaios realizados com animais (WANG; JONES, 2004). 
Contudo, cientistas acreditam que ao considerar o corpo como um 
todo, o isômero C18:2 trans-10, cis-12 poderia ser um importante 
aliado no controle do ganho de peso da população adulta se 
consumido continuamente a longo prazo, já que aparenta não 
atribuir efeitos adversos (BHATTACHARYA et al., 2006; 
WHIGHAM; WATRAS; SCHOELLER, 2007). 
 
2.6 CLA E POTENCIAL ALEGAÇÃO DE 
FUNCIONALIDADE 
 
A indústria farmacêutica oferece uma ampla gama de 
fármacos para tratar muitas patologias, porém, existe uma 
crescente tendência no uso de alimentos e alguns de seus 
ingredientes bioativos como alternativa ou complemento à 
medicina convencional. O consumo de determinados alimentos, 
incluindo certas frutas, legumes e produtos fermentados 
(especialmente os produtos lácteos) tem sido recomendado para a 
obtenção de uma dieta saudável, pois além de fornecer nutrientes 
essenciais ao organismo, estes podem evitar e/ou combater 
muitas patologias crônicas (KANEKANIAN, 2014). 
Na década de 1980, foi introduzido no Japão o termo 
“alimentos funcionais” (FOSHU do inglês – foods for specified 
health use) para caracterizar uma nova concepção de alimentos 
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que integram propriedades medicinais, para diminuir os custos 
dos estados com a saúde da população. Os alimentos funcionais 
são aqueles que, além de contribuir com o aporte nutricional, 
contêm substâncias que podem ser consideradas biologicamente 
ativas (biomodulação), produtoras de benefícios de saúde. Estes 
podem reduzir potencialmente o risco de algumas patologias 
ocorrerem e auxiliar em funções fisiológicas do organismo (DE 
DEA LINDNER et al., 2013). 
Nos últimos anos o leite, os produtos lácteos e, 
determinados componentes de origem láctea (e.g. proteína de 
soro de leite) têm-se destacado no segmento dos alimentos 
funcionais. Dentre os alimentos funcionais de origem láctea, 
destacam-se as proteínas do soro (α-lactabumina, β-
lactoglobulina, lactoferrina, lactoperoxidase), os peptídeos 
bioativos e os produtos fermentados com as BAL e 
Bifidobactérias potencialmente probióticas. Além dos citados 
acima, incluem-se nesta categoria alguns AG, dentre eles CLA. O 
CLA é o componente bioativo mais importante na gordura do 
leite e tem recebido particular atenção (ALHAJ; 
KANEKANIAN, 2014). 
O panorama do mercado mundial destes produtos 
funcionais tem potencializado desde a percepção dos 
consumidores sobre a necessidade de ingestão destes produtos. 
Neste contexto, atualmente é possível encontrar variedades de 
bebidas lácteas fermentadas, iogurtes, queijos e sorvetes com 
caráter funcional. O valor do mercado global de alimentos 
funcionais em 2013 foi de US$ 168 bilhões podendo chegar a 
mais de US$ 300 bilhões em 2020, com crescimento médio anual 
de mais de 8,5% (RESEARCH AND MARKETS, 2015). 
O CLA atraiu considerável atenção após vários 
experimentos in vivo terem afirmado importantes propriedades 
fisiológicas desta molécula. Após a relação do teor de CLA 
presente nos produtos lácteos e seus benefícios sobre a saúde 
humana, incluindo propriedades anti-câncer (THUILLIER et al., 
2013), anti-diabética (MALINSKA et al., 2015), 
antiaterosclerótica (STACHOWSKA et al., 2012), anti-
osteoporose (DEGUIRE et al., 2012), bem como na prevenção do 
aumento da gordura corporal (CHEN et al., 2012) e função como 
estimulador do sistema imunológico (BASSAGANYA-RIERA et 
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al., 2012), esta molécula passou a ser objeto de estudo em 
diversos campos de aplicação. 
De acordo com a legislação brasileira, propriedade 
funcional de um alimento é aquela relativa ao papel metabólico 
ou fisiológico que o nutriente ou não nutriente tem no 
crescimento, desenvolvimento, manutenção e outras funções 
normais do organismo humano (BRASIL, 1999a). O Ministério 
da Saúde, através da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(ANVISA), regulamentou os alimentos funcionais através das 
resoluções 16, 17 e 19 (BRASIL, 1999b; 1999c; 1999d). O CLA 
teve sua comercialização proibida no Brasil pela ANVISA 
através do Informe Técnico nº 23 de 2007, alegando que as atuais 
evidências científicas não comprovam a segurança e a eficácia do 
uso (BRASIL, 2007). 
Segundo a Food and Drug Administration (FDA) os 
isômeros de CLA foram considerados seguros para o consumo 
humano em 11 de julho de 2008, recebendo o título de Generally 
Recognized As Safe (GRAS), sob o código GRN 00232, devido às 
alegações científicas de supressão inflamatória do intestino e 
melhoramento da capacidade de resposta específica para o 
antígeno de células T contra agentes patogênicos virais e 
bacterianos (BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2010). 
Um parecer científico sobre uma lista de alegações de 
saúde nos termos do artigo 13 do Regulamento (CE) n.º 1924 de 
2006, foi solicitado ao Painel dos Produtos Dietéticos, Nutrição e 
Alergias pela Comissão Européia. Este parecer abordou a 
fundamentação científica das alegações de saúde em relação aos 
isômeros de CLA e a contribuição para a manutenção ou 
efetivação do peso corporal normal; aumento da massa corporal 
magra; aumento da sensibilidade à insulina; proteção do DNA, 
proteínas e lipídios a danos oxidativos e contribuição para as 
defesas imunitárias por estimulação da produção de anticorpos 
protetores em resposta à vacinação. A fundamentação científica 
baseou-se na informação fornecida pelos Estados-membros na 
lista consolidada do Artigo 13, alegações de saúde e nas 
referências que a EFSA recebeu de Estados-membros ou 
diretamente a partir de partes interessadas. O constituinte 
alimentar que foi o objeto das reivindicações da saúde é uma 
mistura equimolar dos isômeros C18:2 cis-9, trans-11 e 
C18:2trans-10, cis-12. O Painel considerou que uma mistura 
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equimolar dos isômeros foi suficientemente caracterizada (EFSA, 
2010). 
A Food and Drugs Act (canadense), através da sua 
definição de alimentos e medicamentos, restringe reivindicações 
relacionadas à saúde para alimentos, ingredientes alimentares e 
alimentos naturais promotores de saúde (NHP do inglês – natural 
health products). Os órgãos de saúde do Canadá desenvolveram 
regulamentos relacionados ao subsídio de alegações de saúde 
para isômeros conjugados de AL. Para fins de rotulagem 
nutricional, a mistura dos dois isômeros de CLA mais abundantes 
(C18:2 cis-9, trans-11 e C18:2 trans-10, cis-12) não foram 
considerados como gordura trans. Portanto, não é obrigatório 
declarar no rótulo o conteúdo de isômeros de CLA na informação 
nutricional de gordura trans  (FITZPATRICK, 2004). 
A ingestão diária de isômeros de CLA tem sido estimada 
em vários países através de diferentes técnicas (aplicação de 
inquéritos alimentares de âmbito nacional, questionários de 
frequência alimentar; estimativas dietéticas e registros 
alimentares de sete dias). O consumo diário pode variar de 0 a 
500 mg/pessoa, na maioria dos países estudados, sendo 
considerado um valor muito baixo (BLOCK; BARRERA-
ARELLANO, 2009). Para suprir esta carência, suplementos 
alimentares de CLA são comercializados principalmente como 
cápsulas gelatinosas nos Estados Unidos, Canadá, China e em 
alguns países europeus (QUADRO 2). 
 
Quadro 2. Suplementos alimentares comerciais de CLA (não exaustiva) 
 
ProdutoTM Marca Local 
VEGE-CLA liquid Veggie-Gels North Coast Naturals Canadá 
CLA Maxx Maxx Essentials Canadá 
CLA 1000 PVL Essentials Canadá 
Tonalin CLA SISU Canadá 
CLA Conjugated linoleic acid BIOVEA USA 
Tonalin CLA Nature’s Bounty USA 
Lipo 6 CLA Nutrex Research USA 
Mega CLA Gold Nutrition Portugal 
CLA Softgel VitaOn China 
Fonte: A autora
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Uma alternativa aos suplementos comerciais, geralmente menos 
tolerados do que os próprios alimentos no suprimento de 
nutrientes, é o aumento do teor de CLA nas fontes alimentares. 
Trata-se de uma abordagem prática, uma vez que não há 
alterações nos componentes da dieta e nem aumento no consumo 
diário de colesterol e gordura saturada. O aumento do teor de 
CLA aos derivados lácteos agrega valor nutricional e terapêutico 
aos produtos, podendo apresentar um peso mercadológico 
apreciável. 
 
2.7 MÉTODOS ANALÍTICOS PARA QUANTIFICAÇÃO DE 
CLA 
 
A perspectiva de manipular a gordura do leite visa atender 
à demanda de um mercado consumidor que, busca agregar 
propriedades de saúde à alimentação, atento especialmente no 
que se refere à ingestão de alimentos ricos em gorduras. Diante 
dessa nova realidade, surge a necessidade de investigar o perfil de 
AG presentes na gordura do leite, uma vez que a quantidade e a 
composição destas são parâmetros passíveis de manipulação 
(MENESES et al., 2015). 
A Cromatografia a gás (CG) fornece a base para a maioria 
das abordagens analíticas, embora outras técnicas como a CG 
acoplada à espectrometria de massa (CG-MS); cromatografia 
líquida de alta eficiência (CLAE); ressonância magnética nuclear 
(RMN) e infravermelho com transformada de Fourier (IVTF), 
também sejam valiosas para separar os isômeros de CLA 
(CRISTIE; SÉBÉDIO; JUANÉDA, 2001). 
 
2.7.1 Cromatografia a gás 
 
A principal técnica empregada para determinar e 
quantificar os isômeros de CLA é a CG com detecção por 
ionização de chama (CG/DIC) (GOUVÊA et al., 2012). A CG é 
um método físico de separação dos componentes de uma mistura 
através de uma fase móvel gasosa inerte carreada sobre uma fase 
estacionária. Esta técnica é utilizada para a separação de 
compostos voláteis ou volatilizáveis, ou seja, os compostos a 
serem analisados devem apresentar razoável pressão de vapor à 
temperatura de separação (SKOOG et al., 2006).  Um 
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equipamento de CG pode ser dividido em quatro partes 
principais: suprimento de gás de arraste, sistema de injeção da 
amostra, colunas e forno da coluna e sistema de detecção 
(FIGURA 4). 
 
Figura 4. Representação esquemática de um equipamento de CG 
 
 
Fonte: Porto (2015) 
Legenda: A: suprimento de gás de arraste; B: sistema de injeção da 
amostra; C: coluna eforno da coluna; D: sistema de detecção 
 
Os gases de arraste mais comumente utilizados são o 
hidrogênio, hélio, nitrogênio ou argônio, por serem quimicamente 
inertes. A injeção da amostra ocorre através de uma micro 
seringa. A amostra é injetada em vaporizador instantâneo a 50 °C 
acima da temperatura de vaporização do componente menos 
volátil presente na amostra. O vaporizador localiza-se no topo da 
coluna cromatográfica. As colunas capilares podem medir de 2 
até 100 m de comprimento proporcionando assim análises mais 
rápidas. Estas devem permanecer em altas temperaturas a fim de, 
manter os analitos em estado gasoso após a injeção, desta forma, 
encontram-se no interior de um forno com temperatura 
controlada. O detector localizado na saída da coluna quantifica os 
componentes separados, presentes na corrente do gás de arraste 
que elui da coluna. Um dos detectores mais utilizados é o detector 
por ionização em chama (DIC). Quando compostos orgânicos são 
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introduzidos na chama através da coluna leva à pirólise a maioria 
dos compostos de carbono presentes no fluxo de hidrogênio, 
produzindo íons e elétrons capazes de conduzir eletricidade, que é 
coletada em um eletrodo e produzem um aumento na corrente 
elétrica proporcional à quantidade de carbono que passou pela 
chama. O resultado dessa corrente é amplificado por um 
eletrômetro, convertido e registrado (PORTO 2015). 
Para análise dos isômeros de CLA, geralmente as colunas 
utilizadas são as de 100 m, além disso, a composição da coluna 
deve conferir alta polaridade. As colunas mais tradicionalmente 
empregadas são as de nome comercial SP2560 e CP-SIL88, 
compostas por cianopropilsiloxano (DELMONTE et al., 
2011).Os isômeros de CLA eluem muito tempo depois dos dienos 
não conjugados, e os isômeros posicionais relevantes emergem na 
ordem cis-9, trans-11 < trans-10, cis-12 (CRISTIE; SÉBÉDIO; 
JUANÉDA, 2001). 
 
2.7.2 Preparo da amostra 
 
O preparo da amostra consiste em duas etapas principais: a 
extração dos lipídios totais e posterior derivatização dos ácidos 
carboxílicos aos seus ésteres metílicos correspondentes 
(metilação) para, aumentar a volatilidade da amostra e evitar a 
adsorção de solutos na coluna.  
A extração a frio é um método frequentemente utilizado 
por pesquisadores. As vantagens dessa técnica englobam a 
extração de todas as classes lipídicas, minimizando as reações de 
oxidação e, não requer equipamentos sofisticados, além disso, o 
extrato obtido pode ser utilizado em análises posteriores como 
determinação de índice de peróxidos, dienos conjugados, ácidos 
graxos livres dentre outras (GUSSO et al., 2012; BRUM, 2004). 
Os métodos de Folch et al. (1957), Bligh e Dyer (1959) e 
Hara e Radin (1978) são conhecidos como métodos de extração a 
frio. Desde o surgimento destes métodos, diversas pesquisas 
transcorreram, a fim de, preservar a qualidade da amostra (fração 
lipídica), manter o rendimento da extração a níveis satisfatórios e, 
formular solventes menos tóxicos (BRUM, 2009). O método de 
Hara e Radin (1978), baseado numa mistura de 
hexano:isopropanol:água (alcano:álcool:água), representa um 
sistema de solventes com menor grau de toxidez, menor custo e 
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menos extração de substâncias não lipídicas, quando comparada 
ao método de Bligh e Dyer (1957) (clorofórmio:metanol:água). 
Para que os AG possam ser analisados por CG, eles devem 
ser convertidos em ésteres metílicos de ácidos graxos (EMAG). 
Os processos de metilação mais utilizados podem envolver uma 
catálise ácida ou uma catálise alcalina. Segundo a AOAC 
(Association of Official Analytical Chemistry) (2000), 
recomenda-se hidrólise alcalina para análise de AG no leite. Os 
métodos de catálise alcalina, empregando como agentes 
transesterificantes o metóxido de sódio (NaOCH3) ou hidróxido 
de potássio (KOH) em metanol, é considerada o processo mais 
seguro pois não forma isomerizações. Por sua vez, a metilação 
por catálise ácida empregando trifluoreto de boro (BF3), ácido 
clorídrico (HCl) ou ácido sulfúrico (H2SO4) favorece uma 
extensiva isomerização de dienos conjugados, podendo alterar 
sua configuração, transformando isômeros cis, trans ou trans, cis 
em isômeros trans, trans, e portanto, não são recomendados para 
a análise de lipídios do leite, bem como detecção de isômeros de 
CLA (CRISTIE; SÉBÉDIO; JUANÉDA, 2001; KRAMER, et al., 
1997; YURAWECZ et al., 1994;). 
A quantificação dos EMAG em alimentos é baseada no 
método de normalização de área, onde os resultados são 
expressos em porcentagem relativa de área do AG analisado em 
relação a área total de todos os AG e, a identificação no tempo de 
retenção (RODRIGUES, 2015; VISENTAINER, 2012). No 
entanto, organizações internacionais de excelência em química 
analítica como AOAC, AOCS (American Oil Chemists’ Society), 
ISO (International Organization for Standardization) também 
preconizam a determinação quantitativa dos AG por CG 
empregando metodologia com adição de padrão interno (PI). O PI 
é um composto de natureza química semelhante ao composto que 
será determinado e é adicionado à amostra, sendo que o cálculo 
da composição dos analitos de interesse é feito em relação à área 
e massa deste componente. Na análise de AG são utilizados 
padrões de EMAG com número ímpar de carbono, uma vez que 
muitos destes não são encontrados na gordura dos alimentos 
(AUED-PIMENTEL et al., 2005). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 CEPAS BACTERIANAS E CONDIÇÕES DE 
CRESCIMENTO 
 
Foram utilizadas inicialmente 35 cepas de BAL 
(QUADRO 3) previamente isoladas de matrizes alimentares e 
identificadas molecularmente através do sequenciamento do gene 
16S rRNA, provenientes da coleção de culturas do laboratório de 
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciências dos 
Alimentos da UNIPR (Parma - Itália), gentilmente cedidas pelo 
grupo de pesquisa do Prof. Erasmo Neviani. 
 
Quadro 3. Cepas inicialmente testadas para identificação da habilidade 
em produzir CLA a partir de AL em leite de ovelha fermentado 
 (continua) 
Espécie Cepa Origem 
Lactobacillus 
delbrueckii ssp. 
bulgaricus 
2214 Queijo Grana Padano  
2259 Queijo Grana Padano  
2260 Queijo Grana Padano  
2230 Queijo Grana Padano 
1865 Desconhecida 
Lb260 Desconhecida 
Lb 261 Desconhecida 
Lb 263 Desconhecida 
Lb 264 Desconhecida 
Lb 265 Desconhecida 
Lb 308 Desconhecida 
Lb 309 Desconhecida 
Lb 313 Desconhecida 
  
Streptococcus 
thermophilus 
1688 Cultivo iniciador de Soro de 
Queijo Parmigiano Reggiano  
1689 Cultivo iniciador de Soro de 
Queijo Parmigiano Reggiano  
St 360 Cultivo iniciador do Leite de 
Queijo Valtellina Casera  
St 362 Cultivo iniciador do Leite de 
Queijo Valtellina Casera  
St 356 Cultivo iniciador do Leite de 
Queijo Valtellina Casera  
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Quadro 3. Cepas inicialmente testadas para identificação da habilidade 
em produzir CLA a partir de AL em leite de ovelha fermentado 
 (conclusão) 
Espécie Cepa Origem 
Streptococcus 
thermophilus 
St 393 Cultivo iniciador do Leite de Queijo 
Gorgonzola  
St 410 Cultivo iniciador de Soro de Queijo 
Provolone  
St 383 Queijo Provolone  
St 233 Cultivo iniciador de Soro de Queijo Grana 
Padano  
St 234 Cultivo iniciador de Soro de Queijo Grana 
Padano  
St 451 Cultivo iniciador de Soro de Queijo 
Pecorino Toscano  
St 257 Queijo Pecorino Toscano  
St 258 Queijo Pecorino Toscano  
St 508 Queijo Pecorino Toscano  
St 509 Queijo Pecorino Toscano 
St 357 Desconhecida 
St 361 Desconhecida 
St 363 Desconhecida 
St 366 Desconhecida 
St  387 Desconhecida 
St 388 Desconhecida 
St 390 Desconhecida 
Fonte: A autora 
 
Todas as cepas empregadas são consideradas potenciais 
cultivos iniciadores para fermentação láctea. As cepas de 
Lactobacillus foram inoculadas em caldo MRS (Merck, 
Darmstadt, Alemanha) e os Streptococcus em caldo M17 
(HiMedia, Mumbai, India) e incubadas a 37e 42 ºC 
respectivamente, sob condições aeróbicas, durante 48 h. 
Para a conservação das cepas, uma solução stock foi 
preparada com 0,5 mL de solução de glicerol (1:1 v/v) sobre 1 
mL de suspensão bacteriana e mantida a -80 °C. A seleção inicial 
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teve como objetivo determinar a capacidade das cepas em 
produzir CLA a partir de AL em leite de ovelha suplementado. 
 
3.2 TESTE DA PRODUÇÃO DE CLA PELAS CEPAS 
 
Dez litros de um único lote de leite in natura, proveniente 
de ovelhas cruza Lacaune×Texel com peso vivo médio de 60 kg 
foram fornecidos gentilmente pela Fazenda Pinheiro Seco (Bom 
Retiro, SC, Brasil). O leite foi pasteurizado a 82 °C por 15 min, 
seguido de acondicionamento em garrafas de 500 mL 
previamente sanitizadas e resfriado imediatamente a 4,0 ºC em 
banho de gelo. As alíquotas de leite foram mantidas congeladas 
até a utilização. 
O substrato oleoso de AL foi preparado como solução 
stock, de acordo com Van Nieuwenhove et al. (2007). A solução 
foi preparada com uma concentração de 30 mg/mL de AL 99% 
puro (Neon, São Paulo, Brasil) em 40 mL de leite de ovelha com 
adição de 1% (v/v) de Tween 80 (Synth, Diadema, Brasil) para 
melhor solubilização. As cepas de Lactobacillus e Streptococcus 
foram reativadas overnight nas mesmas condições descritas 
acima para a revitalização. Sucessivamente, as células foram 
coletadas por centrifugação (4000 × g, 10 min) e ressuspendidas 
em água peptonada 0,1% (p/v) até uma densidade óptica (DO) de 
0,1 a 600 nm (espectrofotômetro modelo SP-2000 UV - 
Spectrum, Shangai, China). Cada cepa foi inoculada em leite de 
ovelha pasteurizado suplementado com 500 µg/mL de AL, 1% 
(p/v) de glicose, 5% (p/v) de leite em pó desnatado e incubada a 
37 ou 42 ºC até pH 4,65. Os leites fermentados foram mantidos a 
-20 ºC até a realização da análise de AG. 
 
3.3 ANÁLISE DE ÁCIDOS GRAXOS 
 
As análises do perfil de AG das amostras de leite 
fermentado foram executadas em parceria com o Grupo de 
Química Analítica e Quimiometria (GQAQ) da Universidade 
Federal de Juiz de Fora (UFJF). A extração lipídica ocorreu 
conforme metodologia descrita por Hara e Radin (1978). À 
porção da amostra de leite previamente pesada adicionou-se uma 
solução HIP (hexano:isopropanol, 3:2). A mistura foi 
homogeneizada e posteriormente filtrada. O filtrado foi acrescido 
de uma solução de Na2SO4 e o sobrenadante transferido para 
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tubos contendo Na2SO4 anidro, para absorção de possível 
residual de água. O solvente foi evaporado com fluxo de 
nitrogênio até que permanecesse apenas a fração lipídica no tubo. 
Os EMAG foram obtidos por catálise básica, em 
temperatura ambiente, de acordo com a metodologia proposta por 
Christie (1982). Adicionou-se à porção lipídica previamente 
pesada os solventes orgânicos hexano e metil acetato. Após 
homogeneização, acrescentou-se a solução de metilação 
(metóxido de sódio em metanol) e em seguida a solução de 
terminação contendo ácido oxálico e dietil éster. Posteriormente 
as fases foram separadas por centrifugação (3200 × g, 5 min) em 
centrífuga modelo DT2-4000 (Daiki, Tókio, Japão) e o 
sobrenadante transferido para microtubos mantidos sob 
temperatura de -20 ºC até o momento da análise. 
O perfil de AG foi obtido por CG. As análises ocorreram 
em CG modelo GC 2010-Plus (Shimadzu, Kyoto, Japão), 
equipado com detector DIC, injetor automático (modelo AOC-1-
20) e coluna capilar de sílica fundida (CP-SIL 88, 100 m × 0.25 
mm × 0,2 µm, Agilent Technologies, Palo Alto, USA). O volume 
de injeção foi de 1,0 µL modo split com taxa de fluxo de 1:50. As 
condições cromatográficas foram as mesmas descritas por Cruz-
Hernandez et al. (2007). A temperatura para ambos injetor e 
detector foi fixada em 250 ºC. A temperatura do forno foi 
inicialmente programada em 45 ºC e mantida por 4 min, com 
aumento de 13 ºC/min até 175 ºC e mantida por 27 min, com 
aumento de 4 ºC/min até 215 ºC e mantida por 35 min. O gás de 
arraste  utilizado foi o hidrogênio com razão de fluxo de 1,5 
mL/min e pressão de 140,3 kPa. Os compostos foram 
identificados por comparação do tempo de retenção relativo ao 
padrão Supelco 37 Component FAME Mix (Sigma Aldrich, São 
Paulo, Brasil) composto por uma mistura de 37 EMAG.  
O isômero de CLA C18:2 cis-9; trans-11 foi determinado 
por normalização da área e expresso em mg/mL de leite 
fermentado. Como o leite foi utilizado sendo o meio de 
fermentação, o perfil de AG do leite foi quantificado e a produção 
de CLA pelas BAL foi calculada através da subtração do CLA 
naturalmente presente no leite conforme realizado por Van-
Nieuwenhove et al. (2007). O percentual de aumento foi 
calculado de acordo com a equação 1. Dentre as cepas que 
mostraram maior habilidade para produzir CLA, apenas uma de 
cada gênero foram selecionadas para o experimento seguinte. 
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Equação 1: 
 
  % de aumento de CLA = (MACLA / MLCLA × 100) – 100 
 
Legenda: MACLA = mg de CLA presente na amostra; MLCLA = mg de 
CLA naturalmente presente no leite de ovelha. 
 
3.4 CRESIMENTO EM MEIO COM AL 
 
Para avaliar o potencial inibitório e habilidade das 
bactérias em crescer na presença de AL, 200 µL de cada cultura 
reativada overnight foi inoculado em caldo MRS e M17. Os 
meios foram suplementados com diferentes concentrações de AL 
(0, 250, 500, 1000, 1500 e 2000 µg/mL) e incubados durante 12 h 
a 37 ou 42 ºC (conforme cada gênero) sob condições aeróbicas. O 
crescimento das cepas foi determinado por espectrofotometria em 
DO à 600 nm.  
 
3.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISE 
ESTATÍSTICA 
 
A fim de produzir um iogurte rico em CLA, foi empregado 
um delineamento fatorial fracionado para avaliação do efeito de 
diferentes condições de processamento sobre a produção de CLA 
pelas cepas, inicialmente selecionadas, em fermentação proto-
cooperativa. O delineamento foi composto por quatro fatores em 
dois níveis (-1 e +1) e três repetições no ponto central (nível 0). 
As cepas St. thermophilus St 360 e  Lb. bulgaricus 2230 
foram ensaiadas através de 11 experimentos, conforme 
otimização dos parâmetros (TABELA 6), para investigar o efeito 
de quatro variáveis independentes; o teor de glicose (X1), a 
concentração de leite de ovelha em pó (X2), a concentração de 
AL ( X3) e a proporção dos inóculos (X4) . A Tabela 7 apresenta o 
planejamento experimental com os valores reais correspondentes 
aos níveis codificados para cada fator avaliado. 
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Tabela 6. Matriz experimental proposta pelo delineamento fatorial 
fracionado para testar a influência das variáveis independentes 
 
Tratamentos Variáveis Codificadas X1 X2 X3 X4 
1 -1 -1 -1 -1 
2  1 -1 -1  1 
3 -1  1 -1  1 
4  1  1 -1 -1 
5 -1 -1  1  1 
6  1 -1  1 -1 
7 -1  1  1 -1 
8  1  1  1  1 
9 0 0 0 0 
10 0 0 0 0 
11 0 0 0 0 
Fonte: A autora 
 
Tabela 7. Níveis codificados e valores reais para o delineamento fatorial 
 
Fatores Níveis  
-1 0 1 
Glicose (g/L) (X1) 10 20 30 
Leite de ovelha em pó (g/L) (X2) 10 20 30 
AL (g/L) (X3) 0,1 0,5 0,9 
Proporção dos inóculos (St:Lb) (X4) 1:2 1:1 2:1 
Fonte: A autora 
 
Os dados experimentais foram ajustados ao modelo 
polinomial quadrático (Equação 2).  
 
Equação (2): 
 
 
Legenda: Y = variável dependente; A0 = coeficiente de regressão; Ai = 
linearidade; Aii = quadrado; Aij = coeficiente de interação; Xi e Xj = 
variáveis independentes. 
 
Os dados foram analisados usando o programa Statistica 
(versão 7,0) e o modelo foi avaliado usando um Teste-F. A 
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análise de variância (ANOVA), análise de regressão e a plotagem 
da função que correlaciona a produção de CLA com os fatores 
avaliados (teor de glicose, concentração de leite de ovelha em pó, 
concentração de AL e proporção dos inóculos). 
 
3.5.1 Produção do iogurte 
 
Os iogurtes foram desenvolvidos em parceria com o Grupo 
de Tecnologia de Lácteos Especiais da Universidade Federal de 
Santa Maria (UFSM). O Quadro 4 representa o fluxograma de 
produção das formulações de iogurte.  
 
Quadro 4. Fluxograma de produção das formulações de iogurte 
 
 
Leite de Ovelha 
 
        
   Adição de Glicose e Leite de Ovelha em pó 
 
 
Aquecimento (90°C/5 min) 
 
 
 
Resfriamento (42 °C) 
 
 
Adição de AL 
 
 
Inóculo do cultivo iniciador 
 
 
Incubação (42±2 °C / 15h) 
 
   
 
 Armazenamento (5°C) 
 
Fonte: A autora 
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Para cada ensaio foram adicionados em um recipiente 
estéril, 0,5 L de leite de ovelha, glicose e leite de ovelha em pó, 
nas proporções estabelecidas pelo planejamento. Após a diluição 
as formulações foram aquecidas até 90 °C e mantidas por 5min 
em banho térmico. Em seguida foram resfriadas em banho de 
gelo até atingir 45 °C para posterior adição de AL e inóculo do 
cultivo iniciador nas proporções designadas pelo planejamento 
experimental. As formulações foram incubadas a 42±1 °C por 15 
h. Após o período de fermentação, os iogurtes foram 
armazenados em temperatura de refrigeração (5±1 °C) para 
análises posteriores. 
 
3.5.2 Identificação e quantificação do isômero de CLA 
 
As análises de AG das formulações de iogurte foram 
desenvolvidas em parceria com o Núcleo Integrado de 
Desenvolvimento de Análises Laboratoriais (NIDAL) da UFSM. 
A extração lipídica, derivatização dos AG para EMAG e 
condições cromatográficas foram as mesmas descritas 
anteriormente. No entanto, a quantificação dos AG foi realizada 
pela adição de PI à gordura extraída das formulações de iogurte. 
Em um tubo de ensaio foi adicionado 1,0 mL de PI com 
concentração de 1 mg/mL de tricosanoato de metila (C23:0 Me) 
em iso-octano. Após a remoção completa do iso-octano com 
fluxo de N2 gasoso, aproximadamente 25,0 mg de óleo foram 
adicionados aos tubos com o PI para posterior derivatização de 
AG para EMAG, conforme procedimento previamente descrito. 
Os cálculos foram realizados de acordo com a Equação 3 descrita 
por VISENTAINER (2012) e expressos em mg/g de lipídios 
totais. 
 
Equação (3): 
 
MX = MPI × AX × FCT/API × MA× FCFF 
 
Legenda: MX = mg de AG por lipídios totais (g); MPI = mg de PI; AX  = 
área do pico do EMAG; FCT = fator de correção teórico; API = área do 
pico do PI; MA = g de lipídios da amostra; FCFF = fator de conversão do 
EMAG para AG. 
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3.6 ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS 
 
Para a caracterização físico-química dos iogurtes foram 
utilizados os seguintes métodos: umidade seguindo a instrução 
normativa (IN) brasileira nº 68 (Brasil, 2006) por secagem em 
estufa a 105 ºC até peso constante; proteínas foram quantificadas 
através da determinação do teor de nitrogênio total pelo método 
de micro-Kjeldahl e convertido em proteína bruta pelo fator 6,38 
(Brasil, 2006); cinzas foram determinadas por incineração em 
forno mufla a 550 °C de acordo com o método 945.46 AOAC 
(AOAC, 2007); acidez por titulação (0,1 N NaOH) usando 
fenolftaleína como indicador de acordo com o método 947.05 
AOAC (AOAC, 2007); pH utilizando potenciometro digital (DM-
22, Digimed, São Paulo, Brasil). 
Os dados foram expressos como média e desvio-padrão. A 
análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey, baseado 
na amplitude total estudentizada (5% de significância), foram 
realizados para identificar diferenças significativas entre os 
resultados. Os dados foram analisados usando o software 
STATISTIC versão 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 SELEÇÃO DAS BAL PRODUTORAS DE CLA 
 
A primeira etapa deste trabalho consistiu-se em avaliar 
individualmente a habilidade de 35 cepas em produzir CLA a 
partir de AL em leite de ovelha suplementado. Das cepas 
testadas, 26 produziram, em diferentes níveis, um aumento no 
CLA total das amostras (TABELA 8). Jiang, Björck e Fondén 
(1998) encontraram resultados similares ao testar culturas lácteas 
(cultivo iniciador) num experimento in vitro. 
  
Tabela 8.  Aumento/decréscimo de CLA em leite de ovelha fermentado 
por cepas de Lb. bulgaricus e St. thermophilus 
(continua) 
Espécie Cepa CLA (mg/ml) 
Aumento/Decréscimo 
(%) 
Lactobacillus 
delbrueckii 
ssp. 
bulgaricus 
2214 0,82 25 
2259 0,61 -7 
2260 0,88 34 
2230 1,15 74 
1865 0,84 27 
Lb 260 0,88 34 
Lb 261 0,79 20 
Lb 263 1,03 56 
Lb 264 0,94 42 
Lb 265 0,71 7 
Lb 308 1,01 53 
Lb 309 0,90 36 
Lb 313 0,80 21 
   
Streptococcus 
thermophilus 
1688 0,50 -24 
1689 0,57 -14 
St 360 1,02 54 
St 362 0,95 44 
St 356 0,85 30 
St 393 0,84 28 
St 410 0,64 -3 
St 383 0,53 -20 
St 233 0,77 17 
70 
 
Tabela 8.  Aumento/decréscimo de CLA em leite de ovelha fermentado 
por cepas de Lb. bulgaricus e St. thermophilus 
(conclusão) 
Espécie Cepa CLA (mg/ml) 
Aumento/Decréscimo 
(%) 
Streptococcus 
thermophilus 
St 234 0,92 39 
St 451 0,88 34 
St 257 0,38 -42 
St 258 0,57 -13 
St 508 0,60 -9 
St 509 0,53 -20 
St 357 0,89 35 
St 361 0,75 14 
St 363 0,64 0 
St 366 0,77 17 
St 387 0,71 8 
St 388 0,74 12 
St 390 0,82 24 
Fonte: A autora 
 
A depleção no CLA natural d leite após fermentação láctea 
por algumas linhagens bacterianas pode decorrer devido ao 
metabolismo lipolítico dos micro-organismos envolvidos ou, à 
temperatura de fermentação (GORISSEN et al., 2011). Segundo 
Hernandez-Mendoza et al. (2009) e Kishino et al. (2002) a 
capacidade de isomerização de AL em CLA por Lactobacillus 
submetidos à baixas temperaturas de fermentação, pode levar à 
mudanças na composição da membrana celular dessas cepas, ao 
passo que, o sistema bacteriano de controle térmico permite a 
regulação da fluidez da membrana celular pelo micro-organismo. 
Segundo Wang et al. (2005) diferentes cepas de Lb. acidophilus e 
St. thermophilus incubadas a baixas temperaturas, mostraram-se 
capazes de aumentar a incorporação de AGI pela membrana 
celular. Jenkins e Courtney (2003) descreveram uma preferência 
pela incorporação do CLA ao AL na membrana celular, o que 
pode justificar a depleção do CLA naturalmente presente no leite. 
Segundo Hernandez-Mendoza et al. (2009), a  intensidade 
da biohidrogenação pode diminuir se a integridade da membrana 
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celular for comprometida, pois a enzima responsável pela 
bioconversão do AL para CLA (linoleato isomerase) encontra-se 
ancorada à membrana celular. Desta forma, os autores sugerem 
que uma porção do AL presente no meio de crescimento 
isomerizado pela bactéria pode ser incorporado na membrana 
celular, enquanto que outra porção é liberada para o meio de 
crescimento. 
Dentre as duas espécies testadas neste trabalho, os micro-
organismos que demonstraram maior potencial para produção de 
CLA em leite de ovelha, foram Lb. bulgaricus 2230 e St. 
thermophilus St 360. O total de CLA quantificado foi 1,15 
mg/mL (74% de aumento a partir do teor de CLA originalmente 
presente no leite) e 1,02 mg/mL (54% de aumento) 
respectivamente, conforme resultados apresentados na Tabela 12. 
Diversos autores reportaram a habilidade de diferentes espécies 
de BAL em produzir CLA (JIANG; BJORCK; FONDÉN, 1998; 
KIM; LIU, 2002; MACOUZET; LEE; ROBERT, 2009; 
RODRÍGUEZ-ALCALÁ et al., 2011; TÉRAN et al., 2015).  
Lin, Lin e Lee (1999) estudaram a produção de CLA por 
cepas de Lb. bulgaricus e St. thermophilus e observaram um 
aumento nos níveis de CLA a partir de 1000 µg/mL de AL 
suplementado no meio de cultura, enriquecido com 12% (p/v) de 
leite desnatado em pó, incubados a 37 ºC durante 24 h. Sob estas 
condições, as cepas de Lb. bulgaricus e St. thermophilus 
produziram 0,09 e 0,07 mg/mL de CLA, respectivamente. Van 
Nieuwenhove et al. (2007) obtiveram uma conversão de 30,3% 
ao inocular St. thermophilus em leite de búfala suplementado com 
800 µg/mL de AL, enquanto neste mesmo estudo, as cepas de Lb. 
bulgaricus não se mostraram hábeis em produzir CLA a partir de 
AL. 
 
4.2 AVALIAÇÃO DA TOLERÂNCIA E HABILIDADE DAS 
BAL EM CRESCER NA PRESENÇA DE AL 
 
A fim de avaliar o potencial inibitório e habilidade das 
bactérias em crescer na presença de AL, as cepas de Lb. 
bulgaricus e St. thermophilus inicialmente selecionadas, 
cresceram em meios MRS e M17 na presença de diferentes 
concentrações de AL durante 12 h. A tolerância frente a 
diferentes concentrações de AL é cepa específica e reflete um 
estado metabólico e genético adaptativo (VAN NIEUWENHOVE 
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et al., 2007), além disso,  a dose inibitória depende da 
biodisponibilidade do substrato oleoso na matriz (GORISSEN et 
al., 2012; TRIGUEROS; BARBER; SENDRA, 2015). 
Ambas as cepas testadas não demonstraram aptidão 
metabólica para se desenvolver em uma concentração superior a 
1000 µg/mL de AL suplementado no meio, sugerindo que a dose 
inibitória deste substrato para estas bactérias esteja entre 1000 e 
1500 µg/mL. Kim e Liu (2002) avaliaram o efeito de diferentes 
concentrações de AL sobre o crescimento de Lc. lactis. O 
crescimento da BAL foi completamente inibido a uma dose 
superior a 500 µg/mL. Num estudo similar, o crescimento de 
Bifidobacterium animalis ssp. lactis INL2 foi avaliado em meio 
MRS-cisteína suplementado com 0, 200, 400, 500, 800 e 1000 
µg/mL de AL. As concentrações mais altas de AL (800 e 1000 
µg/mL) inibiram significativamente o crescimento desta espécie 
(TERÁN et al., 2015). De acordo com Lin, Lin e Lee (1999) este 
efeito inibidor pode ser atribuído à atividade antimicrobiana do 
AL livre disponível. 
 
4.3 OTIMIZAÇÃO TECNOLÓGICA NA PRODUÇÃO DE 
CLA EM IOGURTE DE LEITE DE OVELHA 
 
Esta etapa do trabalho teve como objetivo estudar os 
parâmetros envolvidos na produção de CLA a fim de, 
desenvolver e caracterizar um iogurte de leite de ovelha rico em 
CLA. A Tabela 9 demonstra a comparação entre os valores de 
resposta reais obtidos a partir dos dados experimentais e os 
valores de resposta previstos com base no modelo. 
A análise de variância (ANOVA) (TABELA 10) mostra 
que o modelo polinomial quadrático foi significativo com um 
valor-p igual a 0,015 e suficiente para representar a relação entre 
a resposta e os parâmetros significativos. O valor-F (20,16) 
indica que o modelo é significativo a um intervalo de confiança 
de 95%. 
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Tabela 9. Comparação entre os valores de CLA (%) reais e previstos 
pelo modelo polinomial quadrático 
 
Tratamento CLA  
experimental 
CLA previsto 
 pelo modelo 
1 36,82 36,16 
2 26,92 26,26 
3 1,74 1,07 
4 11,34 10,67 
5 4,32 3,66 
6 30,23 29,57 
7 42,86 42,19 
8 38,66 37,99 
9 19,60 23,45 
Fonte: A autora 
 
Tabela 10. Análise de variância (ANOVA) para o valor modelo 
polinomial fatorial ajustado para otimização na produção de CLA e 
equação do modelo 
 
Modelo Y = 23,44 + 2,68 X1 + 4,91 X3 – 6,20 X4 + 12,20 X1 X4 
Fonte  
R2 = 0,97 
SQ GL MQ Valor-F Valor-p 
Modelo 1838,14 7 142,09 20,16 <0,015 
Falta de 
ajuste 12,89 1 12,89 0,99 0,42 
Erro puro 25,87 2 12,94   
Fonte: A autora 
 
O valor do teste da falta de ajuste (0,99) maior do que 
0,42, o qual não é relativamente significativo ao erro puro, indica 
que o ajuste do modelo é adequado para descrever os dados 
experimentais. O efeito das variáveis concentração de glicose, 
proporção dos inóculos e teor de AL, mostrou-se significativo 
(p<0,05) para a produção de CLA pelas BAL. O efeito de 
interação de 2ª ordem entre as variáveis independentes não foi 
significativo exceto, sob concentração de glicose e proporção dos 
inóculos (FIGURA 6). O leite de ovelha em pó, usado na 
formulação como fonte protéica, não apresentou influência 
significativa para a produção de CLA. 
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Figura 5. Superfície de resposta do efeito significativo (p<0.05) da 
interação na síntese de CLA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: A autora 
 
A melhor condição encontrada para a produção de CLA 
pelas cepas foi a do tratamento 7, obtida pela adição de 10 g/L 
(p/v) de glicose, 30 g/L (p/v) de leite de ovelha em pó, 0,90 g/L 
(p/v) de AL e proporção dos inóculos 1:2 (St:Lb) (v/v). O valor 
de CLA (isômero C18:2 cis-9, trans-11) quantificado no iogurte 
foi de 70,41 mg/g, equivalente a um aumento de 42,86% no teor 
de CLA a partir do leite de ovelha in natura. A Figura 7 
demonstra o cromatograma de uma amostra do tratamento 
número 7 com destaque para o pico cromatográfico do isômero 
C18:2 cis-9, trans-11. Pesquisas anteriores (TABELA 5) têm 
aplicado diferentes modelos de sistemas para otimizar as 
condições de conversão de AL em CLA por diferentes espécies 
bacterianas com resultados variáveis de sucesso.   
  
 
 40 
 30 
 20 
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 0 
 
CLA (%) 
Inoculum ratio 
Glucose 
 
Proporção dos inóculos 
 
Glicose 
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Figura 6. Cromatograma dos EMAG obtido a partir de iogurte de leite de ovelha. Ampliação demonstra o pico cromatográfico do 
isômero C18:2 cis-9, trans-11 
 
Fonte: A autora 
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Estudos recentes testaram variáveis independentes na 
produção de leite fermentado, a fim de traçar a melhor condição 
para aumentar o teor de CLA no produto. O efeito das variáveis 
de processo foi investigado sobre a produção de CLA em iogurte 
probiótico contendo cepas de Lb. acidophilus, B. bifidum e P. 
freudenerchii por Khosravi-Darani, Reihani e Feili (2014). As 
variáveis incluíram adição de suplementos, condições de 
fermentação, além de viabilidade e densidade do inóculo. A 
maior quantidade de CLA (11,03 mg/g de lipídio) foi obtida 
através da adição de 4% (p/v) de soro de leite em pó, 4% (v/v) de 
óleo de semente de uva, inóculo de 0,8% (v/v) de cepas com 36 h 
de cultivo e temperatura de fermentação de 35 ºC, durante 27 h de 
incubação. Os autores observaram um aumento de 40% de CLA 
nos iogurtes probióticos a partir de uma média inicial de 8,01 
mg/g. Khosravi et al. (2015) avaliaram a habilidade de diferentes 
cepas de Lactobacillus em produzir CLA a partir de AL. Lb. 
plantarum apresentou o maior potencial produtor de CLA (95,25 
µg/mL). Além disso, os autores aplicaram a metodologia de 
superfície de resposta para investigar o efeito de três variáveis 
independentes (concentrações de AL, teor de extrato de levedura 
e densidade do inóculo) sobre a formação de CLA. A condição 
ótima para propiciar a maior produção de CLA (240,69 µg/mL) 
foi obtida ao suplementar o meio com 3000 µg/mL de AL, 4 g/L 
de extrato de levedura e 4% (v/v) de densidade celular. Os 
resultados demonstraram ainda que a adição de extrato de 
levedura e glicose pode aumentar significativamente o 
crescimento celular e a produção de CLA pelas cepas estudadas. 
 Segundo Gorissen et al. (2011) a conversão de AL em 
CLA não depende somente da quantidade de AL adicionada ao 
meio, mas principalmente da biodisponibilidade do AG para a 
síntese pela bactéria. Ao aplicar cepas de  Bifidobacterium e Lb. 
sakei capazes de produzir CLA in vitro como cultivo iniciador 
para fermentação láctea, Gorissen et al. (2012) não observaram 
aumento significativo no teor de CLA, mesmo ao empregar 
quantidade suficiente AL no leite. Este resultado pode estar de 
acordo com estudos prévios dos autores GORISSEN et al. (2011) 
ao sugerir que apesar de estar presente em quantidades favoráveis 
para estimular a conversão, o AL poderia não estar biodisponível 
para a utilização pelos micro-organismos.  
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Neste experimento, o AL foi utilizado como precursor para 
a produção de CLA pelas BAL. A maior produção de CLA 
(70,41 mg/g) obteve-se através da adição de 900 µg/mL de AL às 
amostras de iogurte. Xu, Boylston e Glatz (2004) testaram cepas 
de Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii através de 
um sistema modelo contendo óleo de soja hidrolisado para 
induzir a formação de CLA. O resultado obtido foi a produção de 
1,45 mg do isômero C18:2 cis-9, trans-11 por g de lipídio em 24 
h de fermentação. Lin, Lin e Lee (1999) avaliaram a capacidade 
de seis culturas lácticas em produzir CLA a partir de AL. Os 
resultados não apontaram diferenças significativas nos níveis de 
CLA das amostra que não continham adição do substrato AL, 
sugerindo que a suplementação de uma fonte de AL é 
indispensável para a conversão de CLA por fermentação láctea. 
No presente estudo, cepas de Lb. bulgaricus e St. 
thermophilus foram inoculadas em co-cultura à diferentes 
formulações de iogurte de leite de ovelha, a fim de estudar a 
melhor condição destas BAL para produzirem CLA em proto-
cooperação. Ao inocular as cepas na proporção de 1:2 (St:Lb), 
obteve-se um aumento significativo (p<0,05) no percentual de 
CLA. A proporção clássica de cultivo iniciador específico para a 
produção de iogurte (1:1, St:Lb) demonstrou não ser efetiva para 
a síntese de CLA no produto. Na tecnologia de produção de leites 
fermentados, em específico de iogurte, se a proporção de 1:1 não 
for respeitada, a proporção é geralmente desequilibrada a favor 
dos cocos que vão conduzir as fases iniciais da fermentação. Em 
experimento semelhante, na expectativa de otimizar os 
parâmetros operacionais para a produção de CLA em leite 
desnatado, Ye et al. (2013) observaram maior rendimento ao 
inocular co-culturas de Lb. acidophilus:St. thermophilus e Lb. 
acidophilus:Lb. plantarum nas proporções de 1:1 e 1:4, 
respectivamente. Co-culturas de Lb. acidophilus:Lb. plantarum 
(1:4) produziram maior quantidade de CLA (110,70 µg/mL) 
comparado às co-culturas de Lb. acidophilus:St. thermophilus 
(1:1) (95,57 µg/mL).  
A variável glicose teve um papel importante no aumento 
do teor de CLA nas amostras de iogurte analisadas. A adição da 
menor concentração de glicose (10 g/L) apresentou um efeito 
positivo na produção de CLA. A variação na síntese de CLA 
pode ser explicada pela função polinomial da concentração de 
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glicose e proporção das cepas. Duas hipóteses podem ser 
formuladas para explicar o fato da baixa concentração de glicose 
ter afetado positivamente a produção de CLA. A primeira delas 
sugere que uma alta disponibilidade de glicose no meio, poderia 
causar um stress metabólico devido à pressão osmótica gerada. A 
segunda está relacionada à presença de elevadas quantidades de 
AL, indicando que a partir de um determinado limite, possa 
ocorrer a ativação da resposta metabólica à intoxicação de AL 
convertendo este substrato a uma molécula menos tóxica ao seu 
crescimento celular. Será possível melhor compreensão dessas 
duas hipóteses em investigações futuras, a partir de estudos 
usando proteômica comparativa. 
Kim e Liu (2002) demonstraram um aumento nos níveis de 
CLA ao inocular Lactococcus lactis em meio adicionado de 0,3% 
de glicose. Lin (2000) avaliou a capacidade de culturas de Lb. 
bulgaricus e St. thermophilus inoculadas individualmente em 
meio suplementado com 60 g/L de diferentes tipos de 
carboidratos (sacarose, lactose e frutose), em sintetizar o isômero 
C18:2 cis-9, trans-11. Todos os carboidratos nesta concentração 
inibiram a produção de CLA por Lb. bulgaricus. No entanto, a 
lactose exibiu menor propriedade inibitória sobre a produção de 
CLA por cepas de St. thermophilus. 
 
4.4 ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS  
 
Os resultados analíticos das características físico-químicas 
das amostras de iogurtes de leite de ovelha nos tratamentos estão 
apresentados na Tabela 11. Não houve diferenças significativas 
(p>0,05) entre o teor de umidade das amostras analisadas. 
Serafeimidou et al. (2013) encontraram valores similares 
(79,37%) ao estudar a composição de iogurtes de leite de ovelha, 
além disso não observaram alterações significativas (p>0,05) 
durante o tempo de armazenamento. Prandini et al. (2001) 
reportaram não haver correlação entre o teor de CLA e a umidade 
de iogurtes analisados em sua pesquisa. 
Houve diferença significativa (p>0,05) no teor de cinzas 
(%) entre as amostras de iogurte. O maior percentual foi 
observado na formulação do tratamento 3 (1,08%), enquanto que 
o menor foi encontrado no tratamento 6 (0,89%).  Bano et al. 
(2011) usaram concentrações diferentes de leite de cabra e de 
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ovelha para desenvolver um iogurte funcional. O teor de cinzas 
aumentou significativamente nas amostras contidas de maior 
percentual de leite de ovelha. 
 
Tabela 11. Características físico-químicas dos tratamentos referentes às 
diferentes formulações dos iogurtes de leite ovelha produzidos 
 
Tratamento Umidade (%) 
Cinzas 
(%) 
Proteína 
(%) 
pH 
 
Acidez titulável 
(% ácido láctico) 
1 81,79a 1,02a,b 5,96a,b 4,34a,b 1,64a,b,c 
2 75,38a 1,00a,b,c 5,72a,b 4,33a,b 1,59a,b 
3 76,28a 1,08a 6,25a,b 4,28a,b 1,58a 
4 77,01a 1,03a,b 6,11a,b 4,58a,b 1,35d 
5 81,27a 0,92b,c 5,70a 4,64b 1,75a,b,c 
6 77,93a 0,89c 5,06a 4,16a 1,76b,c 
7 79,96a 0,99a,b,c 6,84b 4,26a,b 1,64a,b,c 
8 76,95a 1,06a 6,15a,b 4,47a,b 1,60a,b,c 
9 79,73a 1,02a 5,90a,b 4,31a,b 1,77c 
Fonte: A autora 
 
As BAL hidrolisam parcialmente as proteínas, aumentando 
assim a quantidade de aminoácidos livres nos produtos lácteos 
fermentados. Desta forma, as proteínas do iogurte são mais 
facilmente digeríveis do que as proteínas presentes no leite in 
natura, embora os teores de proteína entre ambos sejam 
semelhantes (HOSSAIN, 2015). No geral, não houve diferença 
significativa (p>0,05) entre os experimentos, com exceção do 
tratamento 7 (6,84%) com os tratamentos 5 (5,70%) e 6 (5,06%). 
Katsiari, Voutsinas e Kondyli (2002) e Voutsinas et al. (1996) 
encontraram valores protéicos similares ao analisarem iogurtes de 
leite de ovelha. Baseado nos resultados de Khosravi-Darani, 
Reihani e Feili (2014), a adição de 4% de soro de leite em pó ao 
leite integral, contribuiu para aumentar os teores de CLA. Os 
autores sugerem que, as proteínas agem como doadoras de 
hidrogênio, nas primeiras etapas da biohidrogenação, facilitando 
a isomerização do AL e consequentemente a síntese de CLA. 
Kim e Liu (2002) também observaram um efeito positivo ao 
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empregar leite em pó desengordurado como fonte protéica para a 
formação de CLA. 
Os resultados analíticos mostraram diferenças 
significativas (p>0,05) entre os tratamentos 5 (4,64%) e 6 
(4,16%) para os valores de pH. Balthazar et al. (2015) que 
produziram um iogurte de leite de ovelha com pH de 4,41. Os 
mesmos autores relataram resultados de acidez próximos aos 
encontrados neste estudo (0,94% ácido láctico). 
Diferenças significativas (p>0,05) na acidez titulável 
apareceram entre alguns tratamentos. O maior percentual de 
ácido láctico foi registrado no tratamento 9 (1,77), enquanto que 
o menor no tratamento 4 (1,35). St. thermophilus pode produzir 
aproximadamente 0,5% de ácido láctico, e o Lb. bulgaricus, de 
0,6 a 0,8% (pH 4,2 - 4,5). Contudo, se o tempo de incubação for 
maior, o pH pode diminuir e o ácido láctico aumentar para até 2% 
(Jay, 2005). De acordo com Serafeimidou et al. (2012) o teor de 
ácido láctico não aparenta estar envolvido com a formação de 
CLA nos produtos lácteos. 
 
4.5 COMPOSIÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS 
  
A fim de determinar a influência do tempo de 
armazenamento sobre a composição de AG, especialmente a 
concentração de CLA dos iogurtes produzidos a partir dos 
diferentes tratamentos, o percentual de AG das diferentes 
amostras foram analisados no primeiro e décimo quarto dia após 
a fermentação, sob armazenamento a 5 ºC (TABELA 12). 
 A composição de AG foi classificada em saturados 
(AGS), monoinsaturados (AGMI) e poliinsaturados (AGPI), de 
acordo com o grau de saturação. Além disso, as quantidades do 
isômero C18:2 cis-9, trans-11 também estão apresentadas, em 
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Tabela 12. Níveis de AG (% EMAG totais) e CLA (mg/g de lipídio) dos tratamentos no 1º e 14º dias após fermentação 
 
 Tratamento   
AGS (%) AGMI (%) AGPI (%) CLA (mg/g) (cis-9, trans-11) 
1º dia 14º dia 1º dia 14º dia 1º dia 14º dia 1º dia 14º dia 
1 71,70 71,30 25,10 24,55 3,17 4,15 67,43 55,22 
2 72,77 71,37 23,80 24,40 3,43 4,24 62,55 48,42 
3 72,20 71,48 23,82 24,40 4,00 4,15 50,14 50,42 
4 72,54 71,07 23,53 24,67 3,93 4,25 54,87 48,20 
5 73,47 71,80 22,78 23,94 3,75 4,28 51,41 48,26 
6 72,02 71,21 23,76 24,60 4,21 4,20 64,18 55,17 
7 72,15 71,26 23,70 23,61 4,13 4,26 70,41 47,95 
8 72,56 71,20 23,51 24,54 3,92 4,25 68,34 47,02 
9 72,16 71,15 23,81 24,60 4,03 4,25 58,94 49,31 
Fonte: A autora 
Legenda: AGS = ácidos graxos saturados; AGMI = ácidos graxos monoinsaturados; AGPI = ácidos graxos poliinsaturados 
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O teor de AGPI variou entre 3,17% e 4,26%. Serafeimidou 
et al. (2012) observaram menor valor de a AGPI (2,8%)  em 
iogurte de leite ovelha, enquanto em outro estudo descrito por 
Serafeimidou et al. (2013) os autores encontraram quantidade 
equivalente de AGPI (4,5%) descritos neste trabalho. 
Em geral, o percentual de CLA dos tratamentos analisados 
diminuiu durante os 14 dias de armazenamento refrigerado a 5 
ºC. Estas alterações podem ser atribuídas à atividade oxidante das 
culturas, o que levaria ao desarranjo do sistema de ligação dupla 
conjugada, provocando a redução de CLA no meio 
(SERAFEIMIDOU et al., 2013). Florence et al. (2012) sugeriram 
uma possível estratégia para aumentar a quantidade de CLA em 
leites fermentados sob armazenamento refrigerado co-inoculando 
bactérias probióticas e cultivo iniciador de iogurte. Os autores 
encontraram um aumento significativo no teor de CLA após 7 
dias de armazenamento refrigerado a 4 ºC, em leite fermentado 
com Bifidobacterium animalis ssp. lactis em co-cultura com St. 
thermophilus e Lb. bulgaricus. Em concordância com estes 
resultados, Xu, Boylston e Glatz (2005) selecionaram quatro 
bactérias consideradas probióticas e as inocularam 
individualmente ou em co-cultura com cultivo iniciador de 
iogurte para avaliar a formação de CLA em leite fermentado. A 
combinação da maioria das bactérias com as culturas de iogurte 
produziram maior quantidade de isômeros de CLA comparado 
àquelas inoculadas sozinhas, após os 14 dias de armazenamento. 
Desta forma, sugere-se que a incorporação de bactérias 
probióticas é uma forte aliada na manutenção dos níveis de CLA 
durante períodos de 14 dias sob refrigeração. 
Em estudo similar, Serafeimidou et al. (2013) descreveu 
alterações na concentração de CLA de iogurtes produzidos com 
leite bovino e ovino após 14 dias de refrigeração a 5 ºC. O 
armazenamento refrigerado resultou num decréscimo 
significativo de CLA nos iogurtes de leite de vaca, enquanto os 
iogurtes de leite de ovelha apresentaram tendência oposta, 
indicando contradição ao comparar com os resultados obtidos 
nesta pesquisa. Ainda há controvérsias em relação ao efeito do 
tempo de armazenamento sobre o teor de CLA de produtos 
lácteos (SERAFEIMIDOU, 2013). 
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Alguns autores têm sugerido que a acumulação de ácido 
láctico pode impactar negativamente sobre o teor de CLA (KIM; 
LIU, 2002; KHOSRAVI-DARANI et al., 2014). Neste trabalho, 
as cepas de Lb. bulgaricus e St. thermophilus em co-cultura 
propiciaram uma condição favorável à produção de ácidos pelo 
longo processo fermentativo (pós-acidificação), podendo explicar 
em partes os resultados obtidos de decréscimo em duas semanas. 
Além disso, uma alteração no perfil de AG pode levar a 
mudanças impactantes nas características físico-químicas dos 
produtos lácteos, já que um elevado teor de AGI pode aumentar 
do risco de oxidação e formação de off-flavors nestes produtos 
(COLOMB et al., 2006). 
A Tabela 13 exibe o perfil de AG de cada tratamento 
formulado para a produção dos iogurtes. Os resultados indicaram 
um padrão de oscilação interessante entre os isômeros C18:2 cis-
9, trans-11 e C18:2 trans-10, cis-12. A quantidade de AL 
adicionada ao meio parece ter influenciado nesta proporção. 
Os tratamentos suplementados com 0,1 g/L de AL (1-4), 
desfavoreceram a síntese do isômero C18:2 trans-10, cis-12, que 
correspondeu de 0-10% do total de CLA quantificado. Enquanto 
que os tratamentos suplementados com 0,90 g/L de AL (5-8) 
contribuíram para a produção deste isômero, que correspondeu de 
22-25% do total de CLA quantificado. Porém, em todos os 
tratamentos o isômero C18:2 cis-9, trans-11 foi o majoritário. 
Além disso, foi observado que o fator em comum entre os dois 
tratamentos capazes de formar o isômero C18:2 trans-10, cis-12 
sob baixas concentrações de AL, foi a proporção dos inóculos  de 
2:1 entre St. thermophilus e Lb. bulgaricus. Dessa forma, a 
produção individual destes dois isômeros é atribuída à 
concentração de AL suplementado ao meio e cepa dependente. 
Dentre os AG envolvidos na biohidrogenação do AL, uma 
observação meramente empírica, apontou para uma proporção 
inversa entre os teores de AL e o AV, o que pode ser explicado 
pelo caráter reversível das rotas metabólicas (processos de 
isomerização e hidrogenação) (FIGURA 3). Porém, esta questão 
foi pouco explorada pelos pesquisadores e ainda carece de 
maiores esclarecimentos. 
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Tabela 13. Perfil de AG dos iogurtes de leite ovelha produzidos (mg/g de lipídio) 
(continua) 
Ácido Graxo T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 
C4 332,04 266,42 204,78 232,20 157,41 207,62 240,71 261,20 179,80 
C6 296,69 188,52 79,15 189,67 149,55 176,32 217,74 187,48 149,01 
C8 180,74 160,75 116,01 142,63 138,00 162,39 187,30 175,68 129,26 
C10 517,49 475,38 344,96 424,04 408,90 487,29 546,58 528,23 384,63 
C11 76,62 6,96 5,41 6,54 6,33 7,52 8,49 8,39 6,01 
C12 315,53 228,23 204,02 250,42 244,58 292,54 323,69 312,26 228,31 
C13  8,97 7,81 5,78 7,04 6,91 8,15 9,32 8,80 6,33 
C14  0,00 730,36 519,65 638,00 641,55 767,29 831,57 799,98 589,75 
C14:1n5  17,52 13,51 9,01 10,87 9,69 12,43 13,87 12,43 9,55 
C15  84,25 75,71 54,19 66,39 66,32 80,06 86,54 83,48 61,74 
C15:1n5  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,10 0,00 0,00 4,23 
C16  1930,17 1707,31 1219,81 1492,41 1515,62 1810,03 1980,24 1874,09 1385,84 
C16:1n7  58,57 53,31 39,26 45,37 4,16 55,11 58,33 54,44 43,11 
C17  48,83 44,20 31,14 38,18 39,41 47,35 50,57 48,54 36,38 
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Tabela 13. Perfil de AG dos iogurtes de leite ovelha produzidos (mg/g de lipídio) 
(continuação) 
Ácido Graxo T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 
C17:1n7c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C18:0  753,54 681,96 480,03 587,04 628,44 740,41 795,15 744,75 557,10 
C18:1n9t  35,71 32,44 21,94 28,81 24,31 34,40 34,30 36,08 27,27 
C18:1  157,45 145,34 104,97 149,64 149,01 158,95 174,64 155,21 120,97 
C18:1n9c  1348,73 1200,65 853,62 1051,22 1005,93 1254,72 1395,05 1326,23 970,32 
C18:2n6t9t12  24,69 21,16 16,28 19,70 19,21 24,00 24,06 25,45 17,74 
C18:2n6c  26,93 105,25 78,74 94,45 88,88 113,32 133,05 119,53 86,11 
C18:3n6  0,00 0,00 5,97 0,00 25,12 15,18 18,76 17,89 12,06 
C18:3n3  32,62 29,26 19,73 24,67 24,40 30,29 32,81 31,31 23,31 
CLA-1 (C18:2 
c-9, t-11) 67,43 62,55 50,15 54,87 51,41 64,18 70,41 68,34 58,94 
CLA-2 (C18:2 
t-10, c-12) 0,00 4,90 5,00 0,00 14,59 21,42 24,18 19,64 9,25 
C20  15,21 13,62 9,59 10,89 12,56 15,11 16,04 14,90 12,10 
C20:1n9c11  72,33 30,28 3,55 4,90 4,43 5,47 6,92 5,75 4,05 
C20:2n6c  50,95 28,75 3,11 28,17 0,00 4,68 28,93 5,59 3,62 
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Tabela 13. Perfil de AG dos iogurtes de leite ovelha produzidos (mg/g de lipídio) 
(conclusão) 
Ácido Graxo T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 
C21 0,00 16,61 0,00 0,00 0,00 2,48 19,35 0,00 1,64 
C20:3n6c  0,00 20,13 5,09 15,76 0,00 10,84 27,24 0,00 12,16 
C20:4n6  8,48 7,25 5,88 7,21 6,33 7,94 9,36 8,97 6,31 
C20:3n3c  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C22   74,23 7,12 3,77 4,92 4,79 6,31 6,11 5,48 4,64 
C20:5n3  7,36 5,68 0,91 30,60 3,25 3,60 31,66 33,65 13,20 
C24 57,90 22,77 16,94 30,63 26,27 16,57 37,28 27,60 10,32 
Fonte: A autora 
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5 CONCLUSÃO 
 
 O potencial de algumas cepas de BAL em produzir CLA 
a partir de AL. Doze das 13 cepas de Lb. bulgaricus testadas 
exibiram capacidade de produzir CLA (isômero C18:2 cis-9, 
trans-11). As cepas bacterianas classificadas como produtoras 
demonstraram um potencial de aumento do teor de CLA, de 7 a 
74% a partir do leite cru. Quanto às 22 cepas de St. thermophilus 
estudadas, 13 demonstraram habilidade em aumentar o teor de 
CLA (de 8 a 54%). Desta forma, quando inoculadas em co-
cultura, Lb. bulgaricus 2230 e St. thermophilus St. 360 
mostraram potente atividade de síntese deste isômero, 
aumentando consideravelmente seus níveis em iogurte de leite de 
ovelha. As condições ótimas para formulação de iogurte, a fim de 
obter maior produção de CLA (70,41 mg/g)  pelas cepas em co-
cultura foi adicionando 10 g/L (p/v) de glicose; 30 g/L (p/v) de 
leite de ovelha em pó; 0,90 g/L (p/v) de AL e proporção das 
cepas de 1:2 (St:Lb) (v/v). Entretanto, após 14 dias de 
armazenamento refrigerado (5 ºC), os iogurtes condicionados às 
diferentes formulações, sofreram um decréscimo de 6,13 a 
31,89% de CLA (isômero C18: 2 cis-9, trans-11) a partir do 
primeiro dia de fermentação. A fim de conferir benefícios à 
saúde, a dose diária de CLA recomendada a uma pessoa de 70 kg 
de peso corporal, é de 3 g. Para alcançar esta recomendação, o 
consumo de cerca de 4 porções de 250 mL por dia do iogurte 
produzido neste trabalho, seria suficiente. No entanto, uma 
investigação mais aprofundada sobre a ingestão de CLA faz-se 
necessária, considerando o fato de que existem outras fontes de 
CLA na dieta humana. Embora os isômeros de CLA ainda não 
constem na “Lista de alegações de propriedades funcionais 
aprovadas” pela legislação brasileira (ANVISA), sua inclusão 
poderá acontecer num futuro próximo. Diante desta expectativa 
os resultados obtidos pelo modelo permitirão a transferência de 
tecnologia através da combinação dos fatores de produção para a 
otimização no desenvolvimento de iogurte rico em CLA, 
oferecendo à indústria alimentícia a oportunidade de lançar um 
novo produto lácteo funcional no mercado. Em uma perspectiva 
futura, a caracterização das cepas selecionadas neste trabalho 
deverá ser avaliada em profundidade, a fim de explorar a 
segurança das cepas e as potenciais propriedades funcionais que 
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podem ser aplicadas aos produtos, visando a promoção da saúde 
dos consumidores. 
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BAL 
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